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Die atypischen Protein Kinase C-Isoformen PKC ι/λ und ζ repräsentieren die dritte Klasse der 
Serin/Threonin-phosphorylierenden PKC-Familie. Obwohl gezeigt werden konnte, dass 
aPKCs zahlreiche biologische Prozesse regulieren, bleibt es aufgrund ihrer hohen Homologie 
in Aminosäuresequenz und Domänenstruktur bis heute schwierig, den beiden aPKCs 
biochemische Funktionen zuzweisen. Zahlreiche Studien bestätigten ihr redundantes 
Zusammenwirken in zellphysiologischen Prozessen, insbesondere bei der Etablierung 
epithelialer Zellpolarität. Die unterschiedlichen Phänotypen aPKC-defizienter Mäuse zeigen 
jedoch, dass spezifische Funktionen vorhanden sind. Während der Verlust des PKC ζ-Gens zu 
einem vergleichsweise milden Phänotyp führt, resultiert die PKC ι/λ-Defizienz in einer frühen 
embryonalen Letalität.
Um diese Diskrepanz aufzuklären, wurden die aPKCs zunächst auf ihre spatio-temporale 
Expression während der Embryogenese untersucht. Hinweise auf ihr mögliches funktionell-
redundantes Wirken konnten insbesondere in den frühen Stadien der Embryonalentwicklung 
erbracht werden, in denen die aPKCs in überlappenden Domänen präsent waren, wobei 
PKC ζ allerdings deutlich schwächer exprimiert war. In der zweiten Hälfte der 
Embryonalentwicklung entwickelten die aPKCs ein hochdifferenziertes Expressionsmuster in 
verschiedenen Gewebekompartimenten des Gehirns und des Körpers, so dass sich hierdurch 
wichtige Anhaltspunkte auf spezifische Funktionen ableiten lassen. 
Eine morphologische Analyse PKC ι/λ-defizienter Mausembryonen des Embryonaltages 7.5 
ergab, dass ein klar definierter einschichtiger Epithelverband des Ektoderms nicht mehr 
vorhanden war. Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen konnten Defekte in der
apiko-basalen Zellpolarität sowie der epithelialen Barrierefunktion aufgrund fehlender tight 
junctions, adherens junctions und Desmosomen festgestellt werden.
Im letzten Teil dieser Arbeit wurde durch die Generierung und Analyse einer PKC ι/λ 
knockout/ PKC ζ knockin-Mauslinie das funktionell-redundante Zusammenwirken der aPKCs 
während der Embryogenese untersucht. Die PKC ζ-Expression unter Kontrolle des PKC ι/λ-
Promotors konnte die embryonale Letalität der ι/λ-Defizienz verhindern und deutet darauf hin, 
dass in diesen Stadien beide aPKCs redundant wirksam sind. Dass diese funktionelle 
Austauschbarkeit der aPKCs allerdings nicht vollständig ist, sondern auch spezifische 
Funktionen eine Rolle spielen, beweist die hohe postnatale Letalität der homozygoten 
knockout/knockin-Maus. Nahezu alle Tiere sterben innerhalb der ersten beiden Lebenstage. 
Überlebende Tiere zeigen eine hohe Varianz in ihrem Phänotyp mit vor allem motorischen 
Defekten.
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The atypical protein kinase C isoforms PKC ι/λ and ζ represent the third class of the PKC 
family of serine/threonine kinases. Despite the fact that aPKCs have been shown to regulate 
numerous biological processes it remains difficult to assign specific biochemical functions to 
both isoforms due to their high homology in amino acid sequences and domain structure. 
Various studies indicate aPKC redundancy in physiological processes including the
establishment of cell polarity. On the other hand differences in the phenotypes of aPKC-
deficient mice clearly suggest isoform-specific functions. The lack of PKC ζ results in a mild 
phenotype when compared to the early embryonic lethality observed in PKC ι/λ-deficient
mice.
In order to resolve these discrepancies, the spatio-temporal aPKC expression pattern was 
examined during mouse embryogenesis. Evidences for possible functional-redundant 
correlation comes mostly from expression analysis at early stages, when aPKCs show highly 
overlapping expression domains. However, PKC ζ RNA abundance is rather low at all stages.
In the second phase of gestation both aPKCs show a more differentiated expression pattern in 
diverse tissues and compartments of the brain and the body, suggesting specific functionality. 
A morphological analysis of PKC ι/λ-deficient embryos at embryonic stage 7.5 revealed 
abnormal embryonic epithelial organisation without organized association of cells. Defects in 
apico-basal cell polarity and selective barrier function were most likely results of the absence
of tight junctions, adherens junctions and desmosomes as observed by electron microscopy.
Finally, functional redundancy of aPKCs during embryogenesis was examined by the 
generation and analysis of a PKC ι/λ knockout/ PKC ζ knockin mouse strain. In these animals, 
PKC ζ expression under the control of the PKC ι/λ promotor was able to rescue the embryonic 
lethality caused by the ι/λ deficiency, indicating that at this stages both aPKCs act in a 
redundant manner. However, the functional redundancy is not perfect, but specific functions 
became apparent by the high postnatal lethality of homozygous knockout/knockin animals.
Almost all these mice die within the first two days after birth. Surviving animals display a 
variance of phenotypes with prominent motoric defects.
Key words: atypical PKC, cell polarity, cell-cell contacts, gastrulation, embryogenesis, 
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1.1 Protein Kinase C
1.1.1 Domänenstruktur
Die Entwicklung und Organisation eines vielzelligen Organismus erfordert von einer 
Einzelzelle, auf extrazelluläre Signale mit einer spezifischen Expression von Genen zu 
reagieren. Für die Regulation intrazellulärer Prozesse wie Proliferation, Differenzierung und 
Apoptose existiert ein Netzwerk aus verschiedenen Signaltransduktionswegen, welche die 
Verarbeitung externer Signale nach ihrer Bindung an membranständige Rezeptoren über die 
Aktivierung intrazellulärer Mediatoren und die transkriptionelle Regulierung von Genen 
ermöglichen.
Die Protein Kinase C (PKC) nimmt eine zentrale Rolle als Mediator innerhalb dieser 
Signalübermittlungskaskaden ein. Ihre katalytische Aktivierung erfolgt klassischerweise nach 
Bindung eines Signalmoleküls an membranständige monomere Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
(RTK), die daraufhin dimerisieren und an ihren zytoplasmatischen Domänen 
autophosphoryliert werden (Schlessinger, 2000). Die dadurch an die Membran translozierte 
Phospholipase C hydrolysiert Phosphoinositidyl-4,5-bisphosphat zu den als second messenger
wirkenden Produkten Inositol-3-4,5-triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) (Nishizuka, 
1995). Die Akkummulation von DAG und die durch IP3 mobilisierten Ca2+-Ionen aus Ca2+-
Speichern des endoplasmatischen Retikulums bewirken schließlich nach Bindung der Protein 
Kinase C an das membranständige DAG deren Aktivierung (Nishizuka, 2003).
In Säugern sind bisher 10 verschiedene PKC-Isoformen identifiziert worden. Diese zeichnen 
sich durch hochkonservierte Merkmale in ihrer N-terminalen regulatorischen und C-
terminalen katalytischen Region aus. Aufgrund struktureller Divergenzen in ihren N-
terminalen regulatorischen Domänen werden sie in drei Unterfamilien unterteilt. Die 
konventionellen PKCs (cPKC) umfassen α, γ und die alternativ gespleißten Isoformen βI und 
βII. cPKCs besitzen eine cysteinreiche C1-Dömane, bestehend aus den tandem repeats C1A 
und C1B, an die Phosphatidylserin binden kann, die essentiell für die Interaktion mit und die 
Aktivierung durch den second messenger DAG ist. Eine nur bei den cPKCs auftretende 
zusätzliche Ca2+-Ionen-abhängige Aktivierung wird durch die zur C1-Domäne C-terminal 
lokalisierte C2-Domäne vermittelt (Newton, 2001; Parker and Murray-Rust, 2004). Die zu 
den novel PKCs (nPKC) zählenden Isoformen δ, ε, η und θ werden ebenfalls durch DAG und 
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Phosphatidylserin aktiviert, sind aber unabhängig von Ca2+-Ionen, da sie anstelle der
archetypischen C2-Domäne nur über eine C2-ähnliche Domäne verfügen (Toker, 1998). Zur 
dritten Unterfamilie, den atypischen PKCs (aPKCs), gehören die Isoformen ι/λ und ζ, die
ebenfalls Ca2+-Ionen- insensitiv sind, da ihnen die C2-Domäne fehlt. Zusätzlich besitzen 
aPKCs nur eine halbe C1-Domäne, die sie trotz ihrer Ähnlichkeit zur C1A-Domäne 
unabhängig von DAG macht (Ways et al., 1992). Sie können aber durch Phosphatidylserin, 
Arachidonsäure oder Ceramide aktiviert werden (Nakanishi et al., 1993; Muller et al., 1995; 
Blobe et al., 1996). Im Gegensatz zu den cPKCs und nPKCs verfügen die atypischen 
Isoformen über eine für ihre Regulation erforderliche N-terminal lokalisierte PB1- (Phox und 
Bem1p) Domäne (Parker and Murray-Rust, 2004). Gemeinsam ist allen PKC-Isoformen eine 
C-terminale Kinase-Domäne, die über eine ATP-bindende Region, eine sog.
Aktivierungsschleife, ein turn-Motiv und ein hydrophobes Motiv verfügen (Hirai and Chida, 
2003). Eine Gegenüberstellung der Domänenstrukturen der drei PKC-Unterfamilien ist in 
Abb. 1.1 dargestellt. Durch Bindung von Aktivatoren und anschließender Phosphorylierung 
der Aktivierungsschleife wird das Pseudosubstrat freigesetzt. Die dadurch bedingte 
Konformationsänderung bewirkt, dass die im inaktiven Zustand verdeckte ATP-bindende 
Region freigelegt und zusammen mit der Autophosphorylierung des turn-Motivs die 
vollständige Entfaltung der Kinaseaktivität erreicht wird (Newton, 2001).
Abb. 1.1 PKC-Domänenstruktur. Die aus zehn Isoformen bestehende Familie wird in Abhängigkeit 
struktureller Unterschiede in der regulatorischen Domäne in konventionelle, novel und atypische PKCs
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1.1.2 Die atypischen Isoformen PKC ι/λ und PKC ζ
Über molekulare Klonierung einer cDNA-Bibliothek aus Rattengehirn und biochemische 
Analysen wurde PKC ζ als erste atypische PKC-Isoform in Säugern identifiziert (Ono et al., 
1988). Die Aminosäuresequenz des auf dem Chromosom 4 des Mausgenoms liegenden
orthologen Gens der Maus ist der Ratten-PKC ζ-Aminosäuresequenz zu 99% homolog 
(Goodnight et al., 1992). Transkription über einen alternativen internen PKC ζ-Promoter und 
alternatives Spleißen resultiert in einem zweiten Trankript, PKC Mζ, das spezifisch im ZNS
exprimiert wird (Marshall et al., 2000). Die auf dem Chromosom 3 liegende zweite atypische
PKC der Maus, PKC λ, zeigt in ihrer Aminosäuresequenz eine 72%-ige Homologie in der 
Gesamt-Aminosäuresequenz zu der von PKC ζ (Akimoto et al., 1994). Da das orthologe
humane Gen die synonyme Bezeichnung PKC ι trägt (Selbie et al., 1993), wird diese Isoform 
im folgenden PKC ι/λ genannt.
Beide aPKC-Gene werden durch jeweils 18 Exons kodiert und als Proteine von 67,7 kDA 
(PKC ζ) und 67,2 kDA (PKC ι/λ) translatiert. In der adulten Maus konnte durch Northern 
Blot-Analyse gezeigt werden, dass PKC ζ in der Lunge, der Niere, im Hoden und im 
Intestinum exprimiert ist, während PKC ι/λ-Transkripte in allen der untersuchten 
Gewebetypen nachgewiesen werden konnte (Goodnight et al., 1992; Selbie et al., 1993).
Die aPKC-Isoformen sind an einer Vielzahl zellulärer Prozesse beteiligt, die für die normale 
Zellfunktion und das Überleben der Zelle entscheidend sind. Beiden wird die Regulierung der 
MAPK- (mitogen-activated protein kinase) induzierten Zellproliferation (Berra et al., 1993; 
Bjorkoy et al., 1997), der DNA-Synthese (Berra et al., 1995; Akimoto et al., 1998) sowie 
apoptotischer Prozesse zugeschrieben (Sanz et al., 1999; Sanz et al., 2000; Moscat et al., 
2003). Zusätzlich sind sie als Mediatoren in die Regulierung der Zellmigration (Etienne-
Manneville and Hall, 2001; Gao et al., 2002) und der Zelldifferenzierung involviert (Kampfer 
et al., 2001). Für beide Isoformen konnte zudem eine Rolle in der Entwicklung von 




1.1.2.1 Regulierung von aPKCs
Der Mechanismus der enzymatischen aPKC-Aktivierung besteht hauptsächlich aus zwei 
Ereignissen, die Pseudosubstratfreisetzung von der substratbindenden Grube sowie die
Phosphorylierung der Kinasedomäne umfasst (Newton, 2001). Neben den für die vollständige
und stabile Entfaltung der PKC-Enzyme essentiellen Phosphorylierungen von Threoninresten
spielt die simultane Interaktion von PDK-1 (Phosphoinositid-abhängige Protein Kinase-1)
und aPKC mit Phosphatidylinositol-3-4,5-triphoshat (PIP3) eine entscheidende Rolle
(Nakanishi et al., 1993). Die nach Ligandenbindung mit der RTK interagierende PI3-Kinase 
setzt PIP3 frei und wird durch Bindung an sie aktiviert. Die initiale Phosphorylierung eines 
Threoninrestes in der Aktivierungsschleife erfolgt durch die PKC-regulierende Kinase PDK-
1, die sich an das hydrophobe Motiv der Kinase-Domäne anlagert (Parker and Parkinson, 
2001), mit dem Resultat, dass es zu einer Autophosphorylierung des turn-Motivs kommt (Le 
Good et al., 1998). Zeitgleich interagiert aPKC mit PIP3, wodurch die Pseudosubstrat-
abhängige Autoinhibierung freigesetzt wird. Zusammengefasst trägt PIP3 zur vollständigen 
und stabilen Aktivierung der aPKC durch die direkte Modulierung der Pseudosubstrat-
Domäne und der indirekten Modulierung über die Phosphorylierung der Kinase-Domäne
durch PDK-1 bei.
Darüber hinaus wird die Aktivität, die zeitliche Regulierung sowie die Lokalisation der
aPKC-Isoformen durch Protein-Protein-Interaktionen kontrolliert. Die Bindung von PAR-4 
(prostate androgen response-4) an die cystinreiche Sequenz der C1-Domäne inhibiert die 
aPKC-Kinaseaktivität (Diaz-Meco et al., 1996). Eine weitere Regulierung erfolgt durch
Interaktion von Par-3 (partitioning defective gene-3) mit der C-terminalen Kinasedomäne 
(Kotani et al., 2000; Nagai-Tamai et al., 2002). Eine wesentliche Rolle für der Regulierung 
von aPKCs spielt zudem die Interaktion von Proteinen mit der für die aPKC-Isormen 
typischen PB1-Domäne. Die Funktion dieser Domäne, die in Signalmolekülen der Hefe, in 
Pflanzen und Tieren vorkommt, konnte durch Sequenzanalysen und funktionelle 
Untersuchungen aufgeklärt werden (Ito et al., 2001; Terasawa et al., 2001). Sie enthält ein
OPCA-Sequenzmotiv (Ponting et al., 2002), das sich aus den unterschiedlich benannten
Motiven octicosapeptide repeat (OPR) (Ponting, 1996), das PC- (Phox und Cdc) Motiv 
(Nakamura et al., 1998), und dem AID- (atypische Protein Kinase C (PKC)-interagierende
Domäne) Motiv zusammensetzt (Moscat and Diaz-Meco, 2000). Über diese OPCA-Domäne 
können Protein-aPKC-Interaktionen mit beispielsweise p62/ZIP (zeta-interagierendes Protein)
und PAR-6 vermittelt werden (Puls et al., 1997; Sanchez et al., 1998; Joberty et al., 2000).
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1.1.2.2 PKC-Deletionen in der Maus
Durch gezielte Geninaktivierung im Mausmodell konnten den PKC-Isoformen verschiedene 
in vivo-Funktionen zugewiesen werden. Beispielsweise ist ein Immundefekt bei PKC βI- und 
βII-defizienten Mäusen auf eine Beeinträchtigung des B-Zell-Rezeptor-Signalweges 
zurückzuführen (Leitges et al., 1996). Dagegen zeigen PKC θ-defiziente Mäuse einen Defekt 
im T-Zell-Rezeptor-Signalweg, der eine verminderte Proliferation reifer T-Zellen bedingt 
(Sun et al., 2000). Durch PKC δ wird unter anderem der Metabolismus des Herzens
beeinflusst (Mayr et al., 2004), PKC α ist ein Mediator des Insulinsignalweges (Leitges et al., 
2002) und PKC ε spielt eine Rolle in der Regulierung der Schmerzübermittlung (Khasar et al., 
1999).
Die Generierung PKC ι/λ- bzw. ζ-spezifischer knock out-Mäuse resultierte in zwei deutlich 
unterschiedlichen Phänotypen. Die aus der Zerstörung des PKC ζ-Gens hervorgegangene
Maus ist überlebensfähig, fertil und weist keine anatomischen Anomalien auf (Leitges et al., 
2001). In der Milz und in lymphoiden Gewebestrukturen des Intestinums wurde eine
Verzögerung in der postnatalen Entwicklung beobachtet, wobei die Population an unreifen B-
Lymphozyten unabhängig vom Alter erhöht blieb (Leitges et al., 2001). Über aus PKC ζ-
defizienten Mäusen abgeleitete embryonale Fibroblasten (EF) konnte erstmals der Einfluss 
von PKC ζ in Apoptose-induzierende Prozesse durch die Regulation des
Transkriptionsfaktors NF-κB in vivo nachgewiesen werden. In der Lunge, die eine 
Hochexpressionsdomäne für PKC ζ in der adulten Maus darstellt, war die Aktivität von NF-
κB dabei am stärksten beeinträchtigt (Leitges et al., 2001). In späteren Studien mit mutanten 
Tieren konnte eine PKC ζ/NF-κB-abhängige Verminderung in der Differenzierung von B-
Zellen und der T-Helfer-Zell-vermittelten Immunantwort in der Lunge (Martin et al., 2002; 
Martin et al., 2005) sowie in der T-Zell-vermittelten Hepatitis in der Leber gezeigt werden 
(Angeles Durán, 2004).
Im Gegensatz zu den anderen PKC-knockouts führte die Zerstörung des PKC ι/λ-Gens zu 
einem embryonal-letalen Phänotyp um E8.5 der Embryonalentwicklung (Bandyopadhyay et 
al., 2004; Soloff et al., 2004). Aus PKC ι/λ-defizienten Embryonen abgeleitete Fibroblasten 
zeigen eine Veränderung in ihrer zellulären Morphologie, wobei allerdings kein Defekt in der 
Regulation des NF-κB-Signalweges nachgewiesen werden konnte (Soloff et al., 2004). In 
PKC ι/λ-defizienten ES-Zellen und aus ihnen differenzierten Adipozyten wurde jedoch ein 
Defekt des Insulin-Signalweges festgestellt (Bandyopadhyay et al., 2004). Die vorläufen 
Untersuchungen zur Charakterisierung des Phänotyps der im Labor Leitges generierten PKC 
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ι/λ-knockout-Maus zeigten in E7.5 morphologische Defekte. In der lichtmikroskopischen 
Analyse wurde beobachtet, dass das embryonale Ektoderm-Epithel anteriorwärts umklappte
und ein abnormal mehrschichtiges Epithel ausbildete. Darüber hinaus konnten mittels 
immunhistochemischer Färbung das tight junction-assoziierte Protein ZO-1 an apikalen
Domänen des Epithels identifiziert werden. Zellschicksalsdeterminanten waren korrekt 
innerhalb des Embryos lokalisiert. Über an den embryonalen Tagen 7.5-8.5 durchgeführte
Markergenanalysen (RNA-in situ Hybridisierungen an Ganzpräparaten) wurde gezeigt, dass 
die PKC ι/λ-Defizienz keinen Einfluss auf die normale spatio-temporale Expression von für 
die Embryonalentwicklung wichtigen Musterbildungsgenen ausübt. Dies konnte für die 
korrekte Lokalisation der anterioren und posterioren Anteile des Neuroektoderms, den 
Primitivstreifen, das Notochord sowie Somiten- und Herzvorläuferzellen nachgewiesen 
werden (M. Leitges, persönliche Mitteilung).
1.2 Zellpolarität
Die Polarisierung der Zelle stellt einen fundamentalen biologischen Prozess dar. In der
Entwicklung der Metazoa ist Zellpolarisierung für die spatio-temporale Regulierung der Zell-
und Gewebemorphogenese sowie die Identität und das Schicksal einer Zelle essentiell. Dabei 
ist die asymmetrische (polarisierte) Verteilung von regulatorischen Schlüsselmolekülen
innerhalb einer Zelle von entscheidender Bedeutung. Durch sie werden beispielsweise die
Ausbildung der anterior-posterioren (A/P) Körperachse bei Drosophila melanogaster und 
Caenorhabditis elegans oder die für die Differenzierung in epitheliale und neuronale Zellen 
erforderlichen Prozesse der gerichteten Zellmigration und Zellmorphogenese reguliert
(Etienne-Manneville and Hall, 2003; Henrique and Schweisguth, 2003).
Die Ausbildung einer polarisierten A/P-Achse ist bereits bei der Oogenese von D. 
melanogaster von Bedeutung (Pellettieri and Seydoux, 2002). Die erste Polarisationsphase 
bringt durch asymmtetrische Zellteilung eine neue Stammzelle und einen Zystoblast hervor, 
der in der zweiten Phase durch vier aufeinanderfolgende mitotische Zellteilungen mit
unvollständiger Zytokinese in einer 16-zelligen Zyste resultiert. In Abhängigkeit von der Art 
der Spindelorientierung und der Mikrotubuli gehen aus dieser Zyste eine reife Eizelle und 15 
polyploide Nährzellen hervor (Lin and Spradling, 1995; Jean-René Huynh, 2001). Es wird 
vermutet, dass die Bildung der Eizelle durch die asymmetrische Verteilung einer 
vesikelreichen Organelle (Fusom) im posterior gelegenen Teil der Zystoblaste während der 
Zellteilungen bestimmt wird (de Cuevas and Spradling, 1998). Im Gegensatz dazu beginnt bei 
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C. elegans die Polarisierung der Eizelle erst nach der Fertilisation. Durch den Eintritt des 
Pronukleus am zukünftigen posterioren Ende des Einzell-Embryos formieren sich radial 
angeordnete Mikrotubuli zu einem sog. Spermienaster, der mit dem aktinreichen Kortex des 
Ein-Zell-Embryos (Zygote) interagiert und den Polarisierungsprozess initiiert (Chad A. 
Rappleye, 2002). Die darauf folgende Reorganisation kortikaler und zytoplasmatischer 
Strukturen bewirkt die Ausbildung der ersten A/P-Körperachse des C. elegans-Embryos. Die 
asymmetrische Anordnung des Spindelapparates führt aufgrund der anschließenden 
asymmetrischen Zellteilung zu unterschiedlich großen Tochterzellen, AB (anterior) and P1 
(posterior), die ebenfalls Unterschiede in ihrer Spindelorientierung, der Länge des Zellzyklus
und ihres Zellschicksals aufweisen (Ahringer, 2001).
Studien mit kultivierten epithelialen Säugerzellen offenbarten die Wichtigkeit von 
Verbindungsstellen zwischen zwei Zellen und von Zellen mit der extrazellulären Matrix 
(ECM) für die Bildung und Aufrechterhaltung der zellulären apikal-basalen Polarität. Initiale 
Zell-Zell-Konakte bewirken die Rekrutierung verschiedener Zellkontakt- und Signalproteine
sowie die spezifische Anordnung des Aktinzytoskeletts im Bereich der Adhäsionsstellen. Dies 
führt schließlich zu der Entwicklung von epithelspezifischen, asymmetrischen
Zellkontaktstrukturen, die gezielte und umfangreiche Veränderungen der zellulären 
Zusammensetzung entlang der asymmetrischen apikal-basalen Achse und somit die 
Etablierung epithelialer Zellpolarität bewirken (Eaton and Simons, 1995; Drubin and Nelson, 
1996; Gumbiner, 1996).
1.2.1 Zellkontakte und Zellverbindungsstellen
Maßgeblich an der Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten beteiligt sind die das Lumen 
abgrenzenden apikal gelegenen tight junctions (TJ). Sie stellen eine Diffusionsbarriere dar 
und reduzieren so die parazelluläre Diffusion und verhindern die laterale (intramembrane)
Diffusion von Lipiden und Membranproteinen zwischen den apikalen und basalen Domänen
(Balda MS, 1998; Tsukita and Furuse, 1999; Tsukita et al., 2001). Zusätzlich dichten sie die 
Epithelzellen gegen Einstrom von Wasser ab (Kovbasnjuk et al., 1998). Verschiedene 
Mutationstudien der membranständigen TJ-Komponenten führten zu einer Undichtigkeit des 
Epithels und erlaubten eine erhöhte permeable Diffusion löslicher Ionen durch die Membran 
(Van Itallie and Anderson, 2006). Im sog. „Protein-Modell“ setzen sie sich aus integralen 
Membranproteinen (Occludin und Claudin 1/2), die das Rückgrat der TJ bilden (Furuse et al., 
1993; Furuse et al., 1998), und peripheren Membranproteinen zusammen. In einfachen 
epithelialen Zellen sind es die zu den MAGUK-Proteinen (Membrane-assoziierte 
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Guanylatkinase-Homologe) zählenden ZO-1/2/3 (zonula occludens)-Proteine, welche eine 
Affinität über ihre aminoterminale Hälfte mit der carboxyterminalen Aminosäuresequence 
von Occludin ausüben (Stevenson et al., 1986; Anderson, 1996). Das JAM-Protein (junction-
associated membrane protein) tritt ebenfalls konzentriert an TJs auf. Es ist bislang unklar, ob 
sie eine Komponente der TJ-Stränge selbst darstellen oder zwischen ihnen lokalisiert sind 
(Tsukita et al., 1999). In Epithelzellen erfolgt die Ausbildung der tight junctions über durch 
Ca2+ und E-Cadherin induzierte Zell-Zell-Kontakte. Dabei werden zunächst adherens 
junctions im unterhalb der Membran gelegenen sog. Adhäsionsgürtel gebildet. Sie sind 
notwendig, damit über das dort fixierte Aktinnetz und weitere assoziierte Proteine die 
spezifischen Proteine der tight junctions rekrutiert werden können (Yamada et al., 2005). Zu 
den basolateral gelegenen Zellverbindungen zählen die Desmosomen, die an 
Intermediärfilamente des Zytoskeletts gebunden sind und über das Transmembranmolekül E-
Cadherin benachbarte Epithelzellen miteinaner verbinden und dadurch Zugkräfte gleichmäßig 
über das Epithel verteilen (Garrod et al., 2002; Getsios et al., 2004). Gap junctions sind für 
die Kommunikation zwischen epithelialen Zellen von Bedeutung, indem sie einen Kanal 
zwischen benachbarten epithelialen Zellen bilden, über den elektrische Signale, Ionen, 
Metabolite und second messenger bis zu einem Molekulargewicht von 1 kDa an die 
benachbarte Zelle weiterleitet werden können (Evans and Martin, 2002; Nicholson, 2003).
Abb. 1.2 Epitheliale Zellkontakte. (A) Schematische Darstellung der wichtigsten Zellkontakte und 
Zellverbindungsstellen zwischen benachbarten Epithelzellen. (B) „Protein-Modell“ der TJ-Organisation. 
Occludin und Claudin bilden mit jeweils vier Transmembrandomänen das Rückgrat der TJ. Man nimmt an, das 
ZO-1/2/3 über ihre PDZ-Domänen an den zytolplasmatischen C-Terminus von Occludin binden. ZO-1 kann 
dabei mit ZO-2 und ZO-3 Heterodimere ausbilden. Über ZO-1 und ZO-2 erfolgt schließlich die Vernetzung zu 
den Aktinfilamenten. Abkürzungen: AJ, adherens junctions; Des, Desmosom; Gap, gap junctions; TJ, tight










1.2.2 Regulation der Zellpolarisierung
Die Etablierung und Aufrechterhaltung zellulärer Polarität verschiedener Zelltypen beruht auf
der Funktion des evolutionär konservierten PAR/aPKC-Komplexes. Dieser Komplex setzt 
sich zusammen aus einer atypischen PKC-Isoform (aPKC), den PDZ- (Postsynaptic density 
95; Discs Large; Zonula occludens 1) Domänen enthaltenden Proteinen PAR-3 und PAR-6, 
deren Rekrutierung durch die kleinen GTPasen Cdc42 und Rac initiiert wird (Ohno, 2001; 
Wodarz, 2002).
Die par-Gene gehören zu den ersten Genen, denen mit Hilfe embryologischer Studien über 
RNAi-induzierten knockdown einer oder mehrerer Gene eine Rolle in der Regulierung von 
zellulärer Polarität und der resultierenden asymmetrischen Zellteilungsprozessen in der C. 
elegans-Zygote nachgewiesen werden konnte. Dabei war u.a. die zeitgleiche Lokalisation von
Par-6 und Par-3 im anterioren Kortex sowie die Positionierung von Par-1 im posterioren 
Kortex für die asymmetrische Anordnung des Spindelapparates in der Zygote entscheidend
(Guo and Kemphues, 1996). Mit der Identifizierung und Analyse von PKC-3 konnte die 
lokale und funktionelle Abhängigkeit der atypischen PKC von Par-6/Par-3 nachgewiesen 
werden (Tabuse et al., 1998; Hung TJ, 1999). In D. melanogaster ist beispielsweise die 
Kolokalisation und Funktion dieses ternären Komplexes des bei dieser Spezies bezeichneten 
DmPar-6/DaPKC/Baz- (D. melanogaster aPKC, Drosophila aPKC, Bazooka) Komplexes für 
die Polarität neuronaler und epithelialer Zellen essentiell (Schober et al., 1999; Wodarz et al., 
1999; Wodarz et al., 2000; Rolls et al., 2003).
In epithelialen MDCK- (Madin-Darby canine kidney) Säugerzellen konnte gezeigt werden,
dass der PAR/aPKC-Komplex für die Ausbildung von tight junctions erforderlich ist (Suzuki 
et al., 2001; Hirose et al., 2002). Der Par/aPKC-Komplex liegt im Zytoplasma zunächst in 
seiner inaktiven Form vor. Dabei ist Par-6 über sein OPR-Motiv mit dem in der PB1-Domäne 
von aPKC miteinander assoziiert. Par-3 ist mit seiner ersten PDZ-Domäne an die einzige 
PDZ-Domäne von Par-6 gebunden. Die Aktivierung des ternären Komplexes wird durch die 
GTPasen Cdc42 oder Rac1 gewährleistet (Burbelo et al., 1995; Garrard et al., 2003). Die 
aktivierte Form von Cdc42 bindet an die GTPase-bindende Domäne (GBD) von Par-6 
(bestehend aus dem semi-CRIB-Motiv (Cdc42/Rac-interactive-binding) und der benachbarten 
PDZ-Domäne) (Joberty et al., 2000), wodurch Par-6 seine Konformation ändert, was die
Kinaseaktivität der an ihr gebundenen aPKC erhöht (Yamanaka et al., 2001; Hirose et al., 
2002). Der Proteinkomplex ist nach der aPKC-vermittelten Phosphorylierung eines 
Serinrestes in der dritten PDZ-Domäne von Par-3 vollständig aktiviert, transloziert an 
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Zellmembran und initiiert dort die Bildung von TJs (Hirose et al., 2002; Henrique and 
Schweisguth, 2003). Für Par-3 ist eine weitere regulatorische Funktion in der Bildung von TJs
in Säugerzellen beschrieben. Demnach bindet dieses Protein über seine PDZ-Domäne direkt 
an den C-Terminus von JAM-1 (junctional adhesion molecule 1). JAM-1 assoziiert mit der 
PDZ3-Domäne von ZO1, welches wiederum an den C-Terminus von Claudin bindet (Ebnet et 
al., 2001; Itoh et al., 2001). Inzwischen gibt es erste Hinweise auf ein regulatorisches 
Zusammenspiel des Par/aPKC-Komplexes mit anderen für die Ertablierung der Zellpolarität 
essentiellen Proteinkomplexen. Der ebenfalls apikal lokalisierte Crb-Komplex besteht aus 
dem Transmembranprotein CRUMBS, dem Adapterprotein PALS1 und PATJ, die ebenfalls 
an den TJs von Epithelzellen lokalisiert sind (Lemmers et al., 2002; Roh et al., 2002a; Roh et 
al., 2002b). In Überexpressiosstudien konnte gezeigt werden, dass eine funktionelle 
Interaktion zwischen PALS1 und Par-6/aPKC in der Etablierung von TJs vorliegt (Hurd et al., 
2003). Eine die Bildung von TJs inhibierende Wirkung wurde für das basolateral lokalisierte
Protein mLgl (lethal giant larvae) gezeigt. Dabei wird PALS1 vorübergehend an die apikale 
Membran rekrutiert und nach Interaktion mit Par-6/aPKC durch aPKC phosphoryliert. Dabei
kommt es vermutlich zu einer Konkurrenzsituation zwischen PALS1 und Par-3, indem PAR-
6/aPKC wahlweise mit ihnen interagiert, um die Bildung von TJs zu regulieren. (Yamanaka et 
al., 2003).
1.2.3 aPKC Knockout bei Invertebraten
Im Gegensatz zu den Säugern ist bei Invertebraten nur eine atypische PKC-Isoform bekannt. 
Der Funktionsverlust des auf dem zweiten Chromosom lokalisierten Drosophila-atypischen
PKC-Gens (DaPKC) wurde über die Insertion eines P-Elements herbeigeführt (Robertson et 
al., 1988), das in der Lage ist, über seine Transposase-Aktivität interne Deletionen oder 
Transpositionen im Genom zu induzieren. Bei hemizygoten DaPKC-defizienten Embryonen 
wurden schwere Defekte in der Ausbildung der embryonalen Kutikula sowie keinerlei 
Epithelbildung beobachtet, die den Tod der Embronen zur Folge hatte. Homozygote DaPKC-
defiziente Embryonen von heterozygoten Müttern waren in der Lage, ein embryonales 
Blastodermepithel auszubilden, welches jedoch in einer abnormal vielschichtigen Struktur 
vorlag. Neben dem Fehlen einer apiko-basalen Membranpolartität konnten die für Zell-Zell-
Kontakte notwendigen Zonula adherens (adherens junctions bei Vertebraten) nicht 
identifiziert werden. Darüber hinaus wurde in Neuroblasten eine abnormale Orientierung der 
mitotischen Spindel festgestellt. Die Defekte in der epithelialen Polarität und 
Epithelmorphologie bedingten eine frühe embryonale Letalität bei Drosophila zum Zeitpunkt 
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der Gastrulation. (Wodarz et al., 2000). Bei C. elegans wurden die Auswirkungen des aPKC-
Funktionsverlustes (PKC-3) über die RNA-Interferenz-Analyse (RNAi) untersucht. In diesem 
Fall traten Defekte in der Polarität bereits ab den ersten Zellteilungen auf. Die Zelle des pkc-
3(RNAi)-Embryos teilte sich irregulär symmetrisch, gefolgt von einer zeitlich abnormalen
synchronen zweiten Teilung der gleich großen Blastomeren, wobei beide Spindelapparate in 
der gleichen Teilungsebene angeordnet waren. Die Mutanten waren nicht in der Lage, ein 
Epithel auszubilden und starben in dieser frühen Phase der Embryonalentwicklung (Tabuse et 
al., 1998).
1.3 Embryonale Gastrulation
Während der Embryogenese stellt die Gastrulation einen morphogenetischen Prozess dar, der
die Bildung der drei Keimblätter, bestehend aus Endoderm, Mesoderm und Ektoderm, durch 
koodinierte Proliferation und zelluläre Bewegungen ermöglicht (Sepich et al., 2005). Dabei 
spielt Polarität für die Ausbildung der Körperachse eine wesentliche Rolle. Die 
Ausgangsituation vor Beginn der Gastrulation stellt der Eizylinder am embryonalen Tag 5,5 
der Maus-Embryogenese dar. Er setzt sich aus dem proximal (Pr) gelegenen ektoplazentalen 
Kegel und dem distal (D) gelegenen embryonalen Epiblast zusammen, die jeweils aus dem 
Trophektoderm bzw. der inneren Zellmasse (ICM) der Blastozyste hervorgegangen sind. Vor
der Gastrulation dreht sich die Pr-D-Achse um 90° und konvertiert in die A/P-Achse (Lewis 
and Tam, 2006). Während der Zellbewegungen der Gastrulation (E6.0-7.5) schiebt sich das
mutmaßliche (zukünftige) Mesoderm und Endoderm des Epiblasten apikalwärts zwischen das 
Ektoderm und bildet einen dreischichtigen Embryo aus, bei dem das Ektoderm außen, das 
Endoderm innen und das Mesoderm zwischen Ektoderm und Endoderm angeordnet ist. Das
Mesoderm stellt die innere Schicht des embryonalen Körperbauplans dar, aus der sich das 
adulte Skelett, Muskeln, das Bindegewebe der Haut, der Darmkanal und seine Derivate 
entwickeln. Das als embryonale innere Schicht bezeichnete Endoderm bildet im weiteren 
Verlauf der Embryonalentwicklung die inneren Epitelschichten des Darms und seine 
assoziierten Organe aus. Aus der äußeren Ektodermschicht entstehen die äußeren 
(epidermalen) Schichten der Haut und das Nervensystem (Keller, 2005). Dass auch aPKCs 
während der Gastrulation wichtige biologische Funktionen innehaben, zeigt der der Phänotyp 
der PKC ι/λ-defizienten Maus. Durch Abklappen des embryonalen Ektoderms wird die 




1.4 aPKC-Redundanz während der Polarisierung von epithelialen 
Säugerzellen
Die Fähigkeit von Proteinen, die gleiche Funktion auszuüben und damit funktionell redundant 
zu wirken, konnte am Beispiel der novel PKC-Isoformen δ und ε gezeigt werden (Sacher, 
2004). PKC δ- bzw. PKC ε- einzeldefiziente Mäuse sind lebensfähig, bedingt fertil und 
weisen unterschiedliche Defekte innerhalb ihres Immunsystems auf (Castrillo et al., 2001; 
Leitges et al., 2002; Miyamoto et al., 2002). PKC δ/ε- doppeldefiziente Embryonen sterben 
um E10.5 aufgrund schwerwiegender Defekte des Gefäßsystems. Die Schädigung betrifft 
neben den Gefäßen, die während der Vaskulogenese sowie während der Angiogenese 
entstanden sind, auch den Dottersack und embryonale Regionen der Plazenta (Sacher, 2004).
Erste Hinweise auf eine mögliche funktionelle Redundanz der atypischen PKCs ι/λ und ζ 
existieren hinsichtlich ihres regulatorischen Einflusses auf die Zellpolarisierung in Säuger-
Epithelzellen. In Überexpressions-Studien in kultivierten epithelialen MDCK-Zellen konnte 
die Lokalisation beider aPKCs an den apikalen Zell-Zell-Kontaken und ihre physikalische 
Interaktion mit den regulatorischen Komponenten Par-6, Par-3 und Cdc42/Rac nachgewiesen 
werden (Joberty et al., 2000; Lin et al., 2000; Yamanaka et al., 2001). Die Notwendigkeit 
ihrer Regulation durch Par-6 über ihre N-terminalen PB1-Domäne und ihre katalytische 
Aktivierung von Par-3 konnte für beide Isoformen anhand von überexprimierten mutanten 
Proteinen in den Zellen bestätigt werden (Izumi et al., 1998; Yamanaka et al., 2001). 
Deletionen oder Mutationen in ihrer PB1- oder der C-terminalen katalytischen Domäne 
resultierten in der irregulären Lokalisierung von TJ-Komponenten wie Occludin, Claudin und 
Zonula occludens-1 und der Zerstörung der TJ-Funktion sowie der Zelloberflächenpolarität. 
Zusätzlich wurden die normalerweise apikal an den TJ kolokalisierten Proteine Par-6 und Par-
3 sowie die aPKCs selbst im Zytopolasma der Zellen detektiert (Izumi et al., 1998; Joberty et 
al., 2000; Lin et al., 2000; Suzuki et al., 2001; Yamanaka et al., 2001). Beispiele für ein 
redundantes Zusammenwirken außerhalb der epithelialen Zellpolarisierung wurde für die 
aPKCs in der Regulation der Zellproliferation sowie der Polymerisierung des Aktin-




Die atypische Protein Kinase C stellt die dritte Unterfamilie der Serin/Threonin- abhängigen 
Protein Kinase C dar, die als Mediatoren der intrazellulären Signaltransduktion wirken. Trotz 
ihrer Beteiligung an wichtigen zellulären Prozessen wie Proliferation, Migration, 
Differenzierung und Apoptose existieren nur geringe Kenntnisse hinsichtlich der spezifischen 
Funktionen der bei den Säugern bekannten atypischen Isoformen PKC ι/λ und ζ. Dass diese 
existieren, zeigen die unterschiedlichen Phänotypen aPKC-defizienter Mäuse. Allerdings gibt 
es auch Hinweise auf eine funktionelle Redundanz beider Isoformen, besonders im Hinblick 
auf die Regulation der epithelialen Zellpolarität.
In dieser Arbeit sollten die Aspekte der Spezifität und der Redundanz von aPKCs in der Maus 
näher untersucht werden. Dazu wurden drei Ansätze gewählt:
1. Die Untersuchung des spatio-temporalen Expressionsprofils beider aPKCs sollte einen 
Einblick in mögliche spezifische Funktionen während der Embryonalentwicklung liefern. 2. 
Die morphologische Charkterisierung PKC ι/λ-defizienter Mausembryonen diente dazu, die 
embryologischen Prozesse zu identifizieren, deren Beeinträchtigung zum frühen embryonalen
Tod der PKCι/λ-/--Tiere führt. 3. Durch die Generierung und phänotypische Analyse einer 
PKC ι/λ knockout/ PKC ζ knockin-Mauslinie sollte untersucht werden, ob und inwiefern PKC 
ζ während der Embryogenese redundante Funktionen zu PKC ι/λ übernehmen kann. Im 
Verlauf dieser Arbeit sollten darüber hinaus mit der Generierung von aPKC-spezifischen
Antikörpern sowie von PKC ι/λ knockout/ PKC ζ knockin-ES-Zell-Linien wichtige




2 Material und Methoden
2.1 Behandlung und Haltung der Versuchstiere
Sämtliche Arbeiten mit Tieren wurden entsprechend den Vorschriften des Bundes-
Tierschutzgesetzes durchgeführt (BGB1 S.1105, ber. S. 181, Abschnitt 2 (§2+3), 5 (§7-9) und 
8 (§119)). Zur Analyse von Expressionsmustern wurde der Mausstamm NMRI verwendet.
2.1.1 Gewinnung von Embryonen
Der genaue Zeitpunkt der Schwangerschaft wurde durch das Feststellen des Vaginalpfropfes 
nach der Verpaarung mit einem Männchen festgelegt, wobei 12.00 Uhr nach der Feststellung
des Vaginalpfropfes als embryonaler Tag E0.5 gezählt wurde. Die Präparation der 
Embryonen erfolgte am gewünschten Tag p.c. nach Töten der Mutter durch Genickbruch. 
2.2 Histologische Methoden
2.2.1 Präparation von Embryo-Gewebe
Die Embryonen der embryonalen Tage E7.5, E8.5, E9.5 und E10.5 wurden fixiert (2 h in 4 % 
PFA in PBS, pH 7.4, bei 4°C), dehydriert und in Paraffin eingebettet. Sagittal-Schnitte von 5 
µm (E7.5-E9.5) oder 7 µm (E10.5) Dicke wurden an einem Leica RM2165 Mikrotom (Leica 
Microsystems) ausgeführt. Das Entwachsen der Gewebeschnitte und die Prähabridisierung 
wurde wie zuvor beschrieben durchgeführt (Albrecht, 1998).
Für die Untersuchungen an den Embryonalstadien E12.5, E14.5 und E16.5 wurden gefrorene 
Embryonalschnitte nach dem Protokoll gemäß Yaylaoglu et al. (Yaylaoglu et al., 2005)
präpariert. Embryonen wurden in eine Plasitkform überführt, die mit eiskaltem O.C.T 4583 
(Tissue Tek) gefüllt war und sofort in einer speziell angefertigten Kammer mit stabilem 
Kupferboden, die auf einen Aluminiumblock, der von einer Trockeneis/Methylpentan Mixtur 
(-65°C) umgeben war, lag, eingefroren. Nach dem Einfrieren wurde die Kammer auseinander 
gebaut und die O.C.T. Blöcke in einer Plastiktüte verpackt und bei -80°C bis zu ihrer 
Verwendung eingefroren. Einen Tag vor dem Schneiden wurden die O.C.T. Blöcke in -20°C
überführt und im Spannkörper des Kryostaten befestigt. Sagittalschnitte mit einer Dicke von 
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25 µm wurden mit Hilfe eines Leica CM3050S Kryostaten (Leica Microsystems) erstellt.
Anschließend wurde das Gewebe fixiert (20 min in 4% PFA in PBS, pH 7.4), 2x in PBS
gewaschen, acetyliert und dehydriert in einem Leica Autostainer XL (Leica) und bei -80°C bis 
zu ihrer Verwendung gelagert.
2.2.2 In situ Hybridisierung (ISH)
Der Prozess der in situ Hybridisierung wurde wie zuvor beschrieben ausgeführt (Albrecht, 
1998). Die Generierung der cDNA-Templates für die Synthese der 35S-markierten 
Riboproben sowie deren Isoform-Spezifität wurde von Oster et al. (Oster et al., 2004)
beschrieben. Die in vitro Transkription und die Markierung mit 35S-UTP (Amersham 
Biosciences) wurden unter Zuhilfenahme des In Vitro Transcription Kit (Stratagene)
vorgenommen. Die Gewebeschnitte wurden ÜN bei 55°C hybridisiert. Nach Waschen und 
RNase Verdau wurden die Proben dehydriert und auf Röntgenfilm exponiert (Hyperfilm MP;
Amersham). Emulsions-Autoradiogramme wurden durch Eintauchen der Objektträger in 
photographische Emulsion (NBT2; Eastman Kodak) hergestellt. Nach dem Exponieren 
wurden die Schnitte in D19 Entwickler (Eastman Kodak) entwickelt, die Zellkerne mit 
Hoechst 33258 dye (Sigma-Aldrich) gefärbt und mit Kaiser’s Glyceringelatine (Merck)
eingedeckelt.  
2.2.3 Mikroskopie und Bildbearbeitung
Photos der silberkörnig gefärbten Flüssigfilme (dargestellt im Dunkelfeld) und der Hoechst 
Fluoreszenz wurden an einem Leica DM-XRA2 Mikroskop, das mit einer Olympus DP-50 
CCD Kamera ausgestattet war (Olympus Europe), fotografiert. Die Bilder der Dunkelfeld-
Mikrographen wurden zur besseren Visualisierung künstlich koloriert und mit den nukleären 
Fluoreszenzbildern des selben Bildausschnitts überlagert. Für die Bildbearbeitung wurde 
Adobe Photoshop (Adobe) eingesetzt.
2.2.4 HE-Färbung
Gewebeschnitte wurden 2x 5 min in Xylol deparaffiniert und durch 2x 2 min 100% Ethanol, 
1x 2 min 70% Ethanol und 10 min H2O rehydriert. Die Färbung mit Eosin-Hämatoxilinlösung 
(Fluka) erfolgte für 5 min, der eine 10 minütige Bläuungsreaktion in Leitungswasser 
angeschlossen wurde. Nach kurzem Eintauchen in 60% salzsaurem Ethanol (Differenzierung) 
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wurden die Schnitte für jeweils 1 min in Leitungswasser und H2O inkubiert und durch jeweils 
2x 2 min in 100 % Ethanol und Xylol dehydriert und anschließend eingedeckelt.
2.2.5 Transelektronenmiroskopische Technik (TEM-Technik)
Die TEM-Technik wurde von Frau Dr. Gudrun Brandes (MHH, Abteilung Zellbiologie, 
Zentrum Anatomie) durchgeführt.
Die Mausembryonen des Embryonaltages 7,5 Tagen wurden in 2,5% Glutaraldehyd 
(Polysciences, Inc., Warrington, USA) in 0,1M Natrim-Cacodylat (Merck VWR, Darmstadt, 
Deutschland), pH7,3 für 1h bei Raumtemperatur und über Nacht bei 4C fixiert, im Puffer 
gespült und in 2% Osmiumtetroxid (Polysciences) im selben Puffer für 1h bei 
Raumtemperatur nachfixiert. Nach Entwässerung der Proben in einer aufsteigenden 
Alkoholreihe (Mallinckrodt-Baker, Griesheim, Deutschland) und Überführung über Toluol 
(Merck) wurden die Embryonen im Epoxidharz (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 
Deutschland) eingebettet. 1µm dicke Schnitte wurden mit 1% Toluidinblau (Merck) und 1% 
Di-Natrium-Tetraborat (Riedel-de Haen AG, Seelze, Deutschland) in H2O gefärbt. Von 
selektierten Bereichen wurden Ultradünnschnitte hergestellt und auf Formvar (Plano, 
Wetzlar, FRG)-befilmten Netzen (Science Services, München, FRG) gefischt und mit 5% 
Uranylacetat (Merck) in H2O und Bleizitrat modifiziert nach der Methode von Reynolds 
kontrastiert. Betrachtet wurden sie am Philips EM 301 (Eindhoven, NL). Die zur 
Photodokumentation hergestellten Negative wurden mit Agfa Duoscan (Mortsel, FRG) 
eingescannt und mit Adobe Photoshop zusammengestellt. Für die Lanthanexperimente wurde 
beiden Fixierungsmitteln 1% Lanthannitrat (Sigma, St. Louis, USA) zugesetzt und dabei die 
Puffermolarität entsprechend reduziert, so dass störende osmotischen Effekte soweit wie 
möglich reduziert werden konnten.
2.2.6 TUNEL-Assay
Für die Überprüfung auf Apoptose bei embryonalen Gewebeschnitten wurde das ApopTag
Apoptosis Detection Kit (QBioGene) in modifizierter Form verwendet. Die Gewebeschnitte 
wurden für jeweils 10 min zweimal in Xylol, 1x in je 100/90/80/70% Ethanol deparaffiniert 
und dehydriert und für 2x 5 min in PBS (pH 7.4) inkubiert. Das Gewebe wurde mit 
vorgewärmter Trypsinlösung (Trypsintabletten; Sigma) bei 37° für max. 5 min 
aufgeschlossen. Als Positivkontrolle wurden Schnitte mit 1x DNAse-Puffer für 2 min 
äquilibriert und 10 min mit einem äquivalenten DNAse I (5000 U/ml; Sigma): 1x DNAse-
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Puffer-Gemisch bei 37°C inkubiert. Danach wurde die Positivkontrolle 3x 5 min in H2O und 
1x 5 min in PBS gewaschen. Alle Gewebeproben wurden mit Äquilibrierungs-Puffer ca. 5 
min equilibriert und mit Enzymlösung, bestehend aus 77 µl Reaktions-Puffer + 33 µl TdT 
Enzym, für 1 h in einer feuchten Kammer liegend inkubiert. Die Reaktion wurde mit 
Stoplösung (1:35 in PBS) durch 10-minütige Inkubation bei 37°C beendet und die Schnitte 3x 
1 min in PBS gewaschen. 49 µl des fluoreszenzmarkierten Digoxigenin-Antikörpers wurden 
mit 56 µl Blocking-Puffer vermischt und in einer feuchten Kammer für 1 h bei RT und vor 
Licht geschützt inkubiert. Nach Entfernen des nichtgebunden Antikörpers durch 4x 2-
minütiges Waschen in PBS wurden die Schnitte mit 1-2 Tropfen Vectashield + DAPI (Vector 
Laboratories) eingedeckelt. Die Fluoreszenzfärbungen wurden sofort an einem Leica DM-
XRA2 Mikroskop, das mit einer Olympus DP-50 CCD Kamera ausgestattet war, 
photographisch dokumentiert.
Verwendete Lösung
 10x DNAse Buffer: (400 mM Tris-HCl, pH 8.0; 100 mM MgSO4; 10 mM CaCl2)
2.2.7 Ki67-Assay
Die Deparaffinierung und Rehydrierung der Gewebeschnitte erfolgte über Inkubation in Xylol 
für 2x 10 min und je 5 min 2x in 100% und je 1x in 90/80/70 % Ethanol, gefolgt von 2x 5 min 
in PBS (pH 7.4). Für die Maskierung endogener Maus-Immunglobuline wurde das M.O.M. 
Kit (Vector Laboratories) nach Angabe des Herstellers verwendet. Der Primärantikörper (Ki-
67, mouse IgG1, κ; BD Biosciences) wurde dabei in M.O.M. diluent 1:20 verdünnt auf die 
Schnitte gegeben und ÜN bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Am folgenden Tag 
wurden die Schnitte für 3x 2 min in PBS gewaschen und anschließend der 
Sekundärantikörper (anti-mouse 594 red IF; Invitrogen) in working solution of M.O.M. 
diluent 1:1000 verdünnt für 1 h bei RT (abgedunkel) inkubiert. Nach dem Waschen für 3x 2 
min in PBS und 1x in H2O wurden die Zellkerne mit Hoechst 33258 dye angefärbt und die 
Schnitte abschließend eingedeckelt. Die Fluoreszenzfärbungen wurden sofort an einem Leica 




2.3 Generierung von cDNA und aPKC Plasmiden
2.3.1 Generierung von cDNA
Gesamt-RNA wurde aus verschiedenen Gewebetypen isoliert (Trizol, Sigma-Aldrich; St. 
Louis, MO) und mit Hilfe des ThermoScript RT-PCR System (Invitrogen) revers transkribiert.
2.3.2 Generierung isoformspezifischer aPKC Plasmide
Für die Generierung von Plasmiden, die full lenth cDNA von PKC ι/λ (Bezeichnung: piota2), 
PKC ζ (Bezeichnung: pzeta6) oder die 3-Strich untranslatierte Region von PKC ι/λ (3’UTRi; 
Bezeichnung: 3’UTRi(4)) als Insert enthielten, wurden die gewünschten Regionen mit Hilfe 
genspezifischer Primer und Oligo-geprimter cDNA aus Nierengewebe als Vorlage nach 
einem Standard-PCR Protokoll amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden in den 
pCR®2.1TOPO (Invitrogen) Vektor kloniert und die Insertionen durch EcoRI-
Restriktionanalyse und anschließende Sequenzierung verifiziert.
2.4 Herstellung isoformspezifischer polyklonaler Antikörper für aPKCs
2.4.1 Klonierung der Peptide in pGEX-6P-Expressionsvektoren
Polyklonale Antikörper wurden gegen die Peptidsequenzen 184 bis 234 (PKC ι/λ) bzw. 185 
bis 244 (PKC ζ) hergestellt. Die entsprechenden Transkriptregionen wurden über eine 
Standard-RT-PCR amplifiziert, wobei Plasmide mit cDNA von PKC ι/λ (piota2) oder ζ
(pzeta6) als Vorlage dienten. Die für die Klonierung in den Expressionsvektor erforderlichen 
Restriktionsschnittstellen (BamHI/SalI für PKCι bzw. SmaI/XhoI für PKC ζ) wurden über die
PCR-Primer eingeführt, die Fragmente nach der PCR-Reaktion mit den genannten 
Restriktionsenzymen verdaut und in den Expressionsvektor pGex-6P (Amersham 
Biosciences) kloniert. Nach der Kontrolle der Inserts über Restriktionsanalyse und 
Sequenzierung wurden die GST-Fusionsproteine in E.coli exprimiert.
2.4.2 Expression von aPKC-GST-Fusionsproteinen in E. coli
Die Expression der GST-Fusionsproteine basiert auf der Arbeitsvorschrift der Firma 
Amersham Biosciences, jedoch wurden einige Veränderungen vorgenommen. Transformierte 
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E. coli (BL21 oder Rosetta; Stratagene) wurden in LB-Medium ÜN bei 37°C inkubiert. Diese 
Übernachtkultur wurde dann 1:10 mit neuem LB-Medium (mit 20 mM Glucose) verdünnt und 
erneut bis zu einer Wachstumsdichte zwischen OD600 0,8 und OD600 1,0 bei 30°C inkubiert. 
Anschließend erfolgte die Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,1 mM), gefolgt von einer 
zeitlich variabelen Inkubation (2,5 Std. bis über Nacht) zur Proteinexpression. Die 
Bakteriensuspension wurde anschließend für 15 min bei 3000 rpm zentrifugiert, der 
Überstand verworfen, der Niederschlag in kaltem PBS resuspendiert und erneut bei 4500 rpm 
für 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in einer PBS-Lysozym-Lösung (100 µg/ml, Roche)
aufgenommen und für 15 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 1% Triton-100 (Merck) 
und 10 min Inkubation wurde 1x Protease Inhibitor Cocktail (Sigma) zugegeben und das 
Lysat für 3,5-4 min im Wasserbad sonifiziert. Im Anschluss wurde bei 12000 rpm für 30 min 
bei 4°C zentrifugiert und der Überstand zusammen mit Glutathion-Sepharose 4B (Amersham)
für 2 Stunden bei 4°C rotiert. Anschließend wurde die Sepharose bei 1000 rpm sedimentiert, 
der Überstand verworfen und mit 1x PBS gewaschen. Dieser Schritt wurde 4-6 mal 
wiederholt. Aufgereinigte Fusionsproteine wurden gemäß der Amersham-Vorschrift eluiert 
und bei -80°C bis zu ihrer Verwendung gelagert.
2.4.3 Immunisierung von Kaninchen
Polyklonale Antikörper wurden über die Immunisierung von Kaninchen mit den PKC ι/λ- und 
PKC ζ-spezifischen Antigenen bei Pineda Antikörper Service (Berlin) hergestellt.
2.5 Western Blot Analyse
2.5.1 Proteinextraktion aus Gewebe
Für die Western Blot Analyse wurden Proteinextrakte verschiedener Gewebetypen verwendet. 
Nach dem Homogenisieren des Gewebes in Extraktionspuffer wurde das Lysat bei maximaler 
Geschwindigkeit für 30 min zentrifugiert und der Überstand abpipettiert. Ein Aliquot wurde 
in ½ Volumen 4x Sample Buffer aufgenommen, gevortext, die Proteine bei 99°C für 5 min 
denaturiert und bis zu ihrer weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.
Für die Analyse der Proteinexpression in E8.5 und E9.5 NMRI-Embryonen wurden Gruppen 
von jeweils 11-12 Embryonen verwendet. Proteinextrakte von embryonalen Stammzellen 
(Wildtyp und PKC ι/λ-/-) und Nieren von adulten Wildtyp- und PKC ζ-defizienten Mäusen
wurden für die Darstellung der Spezifität der generierten Antikörper gegen PKC ι/λ or PKC ζ
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hergestellt. Die Konzentration der Protein-Extrakte wurden über eine Coomassie-Färbung 
abgeschätzt und für die Western Analyse unverdünnt, 1:5 oder 1:10 verdünnt eingesetzt.
Verwendete Lösungen
 Protein-Extraktionspuffer: (50 mM Tris/HCl (pH 7,5-8); 2 mM EDTA (pH 7,0-8); 10 mM 
EGTA (pH 7,0-8); 1x Protease Inhibitor Cocktail; 0,1 % Triton; β-ME 0,3 %)
 4x Sample Buffer: (0,25M Tris/HCl (pH 6,8); 8% SDS; 20% Glycerol; 154 mg (0,1 M) 
DTT; 1 mg Bromphenolblau; ad 10 ml H2O; 20% Methanol; H2O ad 100 ml)
2.5.2 Western Blot mit polyklonalen aPKC Antikörpern
Alle Proben wurden über eine 10%ige SDS-PAGE aufgetrennt, die Proteine auf eine 
Nitrozellulosemembran geblottet (Hybond ECL; Amersham Biosciences) und der Erfolg des 
Proteintransfers über eine Ponceau’s Färbung überprüft. Nach dem Entfärben mit 
Waschpuffer wurden unspezifische Bindungen durch Inkubation in 5% Milchpulver in 
Waschpuffer für 2 h bei RT blockiert und die Membran der primären Antikörperreaktion ÜN 
bei 4°C unterzogen (Verdünnungsfaktor 1:6000 für anti-PKC ι/λ; 1:2000 für anti-PKC ζ). Am 
nächsten Tag wurden ungebundene Antikörper durch Waschen der Nitrozellulosemembran 
für 3x 15 min in Waschpuffer (PBS, pH 7.4/ 0.1% Tween 20) bei RT entfernt. Anschließend 
wurde die Membran mit dem Sekundärantikörper in 2,5% Milchpulver in Waschpuffer für 2 h 
bei RT inkubiert (anti-rabbit HRP, 1:5000; Dianova), gefolgt von 3 weiteren Waschschritten. 
Die Antikörper wurden durch eine Chemilumineszenzreaktion über ECL Western Blotting 
Detection Reagents (Amersham Biosciences) detektiert. Endogenes β-Actin wurde als 
Ladekontrolle verwendet (anti-β-Actin HRP, 1:1000, St. Cruz).
Verwendete Lösungen
 10x Transferpuffer Stocklösung: (60g Tris-Base, 225 g Glycin, H2O ad 2000 ml)
 Transferpuffer: (10% 10x Transferpuffer-Stocklösung; 20 % Methanol)
 Waschpuffer: (1x PBS/ 0,1% Tween 20)
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2.6 Quantitative RT-PCR (qPCR)
PKC ι und ζ cDNAs verschiedener Embryonalstadien wurden über genspezifische Primer 
unter Verwendung des IQ-SYBR Green Supermix (BIO RAD) im iCycler real time PCR 
System (BIO RAD) quantifiziert. Da die Primer für PKC ζ sowohl PKC ζ und 
gehirnspezifische PKC Mζ Transkripte erkennen, wurden Primer gegen eine spezifische 5’ 
Region von PKC Mζ gewählt. Die relativen Expressions-Werte wurden über die deltadelta CT 
Methode (Pfaffl, 2001) errechnet und an die PKC ζ Expression des embryonalen Tages E7.5
normalisiert. Ef1α wurde als Kontollgen herangezogen, und die PKC ζ Expression wurde 
durch Subtraktion von PKC Mζ angeglichen.
PCR-Reaktionsansatz:
5 µl cDNA (1:10 Verdünnung der cDNA-Stammlösung, s.o.)
5 µl Primer-Mix (1,4 µM von forward- und reverse-Primer)
10 µl Sybr-Mix
Σ 20 µl
Um Abweichungen durch Pipettierfehler zu verringern, wurden die Reaktionsansätze durch
Verwendung eines Mastermixes, der die Primer und den SYBR Green-Mix enthielt, vereinigt.
Anschließend wurde die cDNA pro Reaktion einzeln pipettiert.
PCR-Zyklusparameter:
Denaturierung: 95°C 3 min
Amplifikation (50 Zyklen): 95°C 30 sek
Primerbindung: 62°C 25 sec
72°C 25 sek
Denaturierung: 95°C 1 min
Temperatur-Rampe (90 mal): 50-95°C 10 sek, nach jedem Zyklus + 0.5°C
Final: 4°C
Die DNA-Konzentration wurde während der Amplifikation und des Temperatur-Gradienten 
detektiert. Die Schmelzkurve der PCR-Produkte (Resultat des
Temperatur-Gradienten) diente dazu, Reaktionen mit mehr als einem PCR-Produkt 
auszuschließen. Um Expressionsunterschiede zwischen verschiedenen Embryonen zu 
vermindern, wurden immer mehrere Embryonen vereinigt. Um Pipettier- und PCR-
Durchführungsfehler zu reduzieren, wurden alle Reaktionen mindestens in Triplikaten 




2.7 Gene targeting/Knock out Technologie
2.7.1 Klonierung der Targeting Vektoren TV/tag und TV/GFP
Die Targeting Vektoren TV/tag und TV/GFP enthielten genomische PKC ι/λ-DNA, 
bestehend aus dem Exon 2 und Sequenzbereichen der flankierenden Introns. Zu Beginn des 2. 
Exons wurde ein genomischer PKC ι/λ-Bereich deletiert und durch die PKC ζ-cDNA in frame
ersetzt (Rescue-Allel). Beim Targeting Vektor TV/tag wurde im Anschluss an die PKC ζ-
cDNA die 3’-untranslatierte Region von PKC ι/λ (3’UTRi) kloniert, während beim Targeting
Vektor TV/GFP ein IRES-EGFP Motif eingefügt wurde. Im Anschluss daran enthielten beide 
Targeting Vektoren eine von loxP Sequenzen flankierte Neomycinresistenz-Kassette.
2.7.2 Modifizierungen an den beteiligten Ausgangsplasmiden
Für die Positionsangaben innerhalb der unten dargestellten Sequenzen wurden die cDNA-
Sequenzen aus der NCBI-Datenbank zugrunde gelegt.
2.7.2.1 piota 1.2 Spe
Das Plasmid piota 1.2 Spe enthält ein 1188 bp großes SpeI-Fragment mit genomischer PKC 
ι/λ-DNA, kloniert in pBluescript II KS+, welches das Exon 2 und Teile der benachbarten 
Introns 1 und 2 umfasst. Für seine Verwendung als Ausgangplasmid für die Klonierung der 
Targeting Vektoren wurden die SalI-Schnittstelle im Polylinker durch eine gezielte PCR-
basierte Mutagenisierung am Plasmid zerstört (QuikChange®Site-Directed Mutagenesis Kit; 
Stratagene). Die SmaI-Schnittstelle im Polylinker wurde über einen BamHI/EcoRI-Verdau 
deletiert, die überhängenden DNA-Enden mit Hilfe der Klenow-Polymerase (Biolabs)
aufgefüllt und nachfolgend ligiert. Für die Gewährleistung der späteren Fusion im Exon 2 von 
PKC ι/λ mit der cDNA von PKC ζ, die in frame kloniert wurde, wurde eine SalI -Schnittstelle 
an Position 199-204 der PKC ι/λ-cDNA durch gezielte Mutagenisierung eingeführt. Über 
einen Doppelverdau mit den Restriktionsenzymen SalI und BglII wurde der genomische 
Bereich downstream der eingeführten SalI-Schnittstelle im Exon 2 bis hinter die Splice-
Akzeptor-Position des Intron 2 deletiert und durch ein synthetisches Fragment, das die 
Restriktionsschnittstellen SalI, SmaI und BglII enthielt, ersetzt. Dieses, im folgenden als 
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„Adapter“ bezeichnetes Fragment, diente als Grundlage für die späteren Klonierungsprozesse. 
Dieses modifizierte Plasmid erhielt die Bezeichnung iMutSal + Adapter Sma-(3).
2.7.2.2 pzeta6
Die 1820 bp umfassende full length cDNA von PKC ζ in diesem Plasmid wurde durch 
gezielte Mutagenisierungen am Plasmid (QuikChange®Site-Directed Mutagenesis Kit) wie 
folgt verändert: An Position 95-100 der cDNA wurde zwecks Fusion mit der PKC ι/λ-DNA 
im Exon 2 eine SalI-Schnittstelle eingeführt und die native BglII-Schnittstelle an Postition 
1099-1104 zerstört, die keinen Aminsäureaustausch zur Folge hatte (silent mutation). Die 
eingeführte SmaI-Schnittstelle direkt hinter dem Stopcodon diente der Fusion mit der 3’-
untranslatierten Region von PKC ι/λ (3’UTRi) für den Targeting-Vektor TV/tag bzw. mit 
dem IRES-eGFP- Fragment für den Targeting-Vektor TV/GFP. Drei als 
Klonierungsartefakte entstandene Punktmutationen im Plasmid pzeta6, die einen 
Aminosäureaustausch in der cDNA-Sequenz bewirkt hätten, wurden rückmutiert. Dieses als 
zMutThr(2) bezeichnete Plasmid wurde im folgenden für die Klonierung des Targeting-
Vektors TV/GFP eingesetzt. Für die Generierung des Targeting-Vektors TV/tag wurde in die 
PKC ζ-cDNA-Sequenz im letztgenannten Plasmid ein 6-fach Histidin-tag direkt vor dem 
Stopcodon sowie eine SacI-Schnittstelle im Anschluss an die neu generierte SmaI-
Schnittstelle eingeführt. Dieses Plasmid erhielt die Bezeichnung zMutHistagSac(1).
2.7.2.3 3’UTRi(4)
Dieses Plasmid enthält die vollständige 2533 bp umfassende 3’-untranslatierte DNA-Sequenz 
von PKC ι/λ (3’UTRi) als Insert. Durch gezielte Mutagenisierungen wurden eine SmaI-
Restriktionstelle direkt im Anschluss des Terminationscodons der PKC ι/λ-DNA-Sequenz 
sowie eine BglII-Restriktionsschnittstelle am Ende dieser Sequenz eingeführt. Das Plasmid 
wird im folgenden als 3’UTRiMutBgl(1) bezeichnet und für die Klonierung des Targeting-
Vektor TV/tag verwendet.
Die DNA-Konzentration wurde für ihre weitere Verwendung über eine MidiPrep erhöht 
(Nucleobond AX; Macherey-Nagel), gefolgt von einer Aufreinigung durch
Phenol/Chlorophorm/Ethanol nach Standardprotokoll. Sämtliche Modifikationen an den 




2.7.2.4 Isolierung des IRES-EGFP Fragments und der Neomycinresistenz-Kassette
Das IRESeGFP-Fragment wurde aus dem Vektor pIRES2eGFP (BD Biosciences; Clontech)
über einen SmaI/AflII Doppelverau herausgeschnitten und nach der gelelektrophoretischen 
Auftrennung aus dem Agarosegel extrahiert (QIAquick® Gel Extraction Kit; Qiagen). Die
überhängenden Enden wurden durch ein Klenow Fragment aufgefüllt. Das isolierte Fragment 
mit der Größe von 1556 bp erhielt die Bezeichnung IRES-EGFP, das für die Klonierung des 
Targeting-Vektors TV/tag eingesetzt wurde.
Über einen BamHI Verdau wurde die 1200 bp große von loxP-Sequenzen flankierte 
Neomycinresistenz-Kassette aus dem Vektor pMC1neo Poly A (Stratagene) herausgeschnitten 
und anschließend aus dem Agarosegel extrahiert. Sie wurde flox(7) benannt und für die 
Generierung beider Targeting-Vektoren verwendet.
2.7.3 Klonierungstrategie im Ausgangsplasmid iMutSal + Adapter Sma-(3)
Das Plasmid iMutSal + Adapter Sma-(3) (siehe unter Kapitel 2.7.2.1) diente als Basisplasmid 
für die Modifikationen im Exon 2 des PKC ι/λ-Locus’. Die im eingefügten Adapter 
vorhandenen Restriktionsschnittstellen SalI/SmaI/BglII sowie die unter Kapitel 2.7.2.1
eingeführten Restriktionsschnittstellen in den Sequenzen der Plasmide ermöglichten eine 
gerichtete Klonierung zur Generierung der Targeting-Vektoren TV/tag und TV/GFP.
Für die Generierung des Targeting-Vektors TV/tag wurden in zwei hintereinanderfolgenden 
Klonierungschritten die mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnittene PKC ζ 
cDNA (SalI/ SmaI geschnitten aus Plasmid zMutHistagSac(1), (siehe unter Kapitel 2.7.2.2)
gefolgt vom 3’UTR von PKC ι/λ (SmaI/ BglII geschnitten aus Plasmid 3’UTRiMutBgl(1), 
(siehe unter Kapitel 2.7.2.3) nach gelelektrophoretischer Auftrennung aus dem Gel extrahiert 
und in das Plasmid iMutSal + Adapter Sma-(3) kloniert. Anschließend wurde dieses Plasmid 
mit BglII verdaut und die gefloxte Neomycin-Kassette (BamHI geschnittenes Fragment
flox(7), (siehe unter Kapitel 2.7.2.4) hinter die 3-Strich untranslatierte Region von PKC ι/λ
kloniert. Da die Ligation von BglII/BamHI nicht mehr enzymatisch zu schneiden ist, wurde 
die Insertion der Neomycin-Kassette über einen Verdau der die Kassette flankierenden EcoRI-
Schnittstellen überprüft. Das Pasmid wird im folgenden als iSpe+zMutHistag 3’UTRi 
flox(7) bezeichnet.
Für die Generierung des Targeting-Vektors TV/GFP waren gleichermaßen drei 
aufeinanderfolgende Klonierungsschritte notwendig. In diesem Fall wurde in das Plasmid 
iMutSal + Adapter Sma-(3) die ζ-cDNA (SalI/ SmaI geschnitten aus Plasmid zMutThr(2), 
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(siehe unter Kapitel 2.7.2.2), das IRES-EGFP Fragment (siehe unter Kapitel 2.7.2.4) in die 
SmaI-Schnittstelle und nach einem BglII-Verdau die gefloxte Neomycin-Kassette (BamHI 
geschnittenes Fragment flox(7), (siehe unter Kapitel 2.7.2.4) einkloniert. Dieses Plasmid 
erhielt die Bezeichnung iSpe+zMutThr+IRES eGFP flox(21).
Durch Restriktionsanalyse wurden sowohl sämtliche Insertionen als auch die korrekte 
Orientierung des klonierten IRES-EGFP Fragmentes überprüft.
2.7.4 Finale Klonierung zur Generierung der Targeting-Vektoren TV/tag und TV/GFP
Das Plasmid piotaEco11/-1.2 SpeΔKpn enthält ein EcoRI/KpnI kloniertes 9342 bp großes 
Fragment genomischer PKC ι/λ-DNA aus dem Bereich von Intron 2 bis Intron 3 (entspricht 
den Positionen 26337-36867 der Celera Datenbank), dem das Exon 2 umfassende 1188 bp 
große SpeI-Fragment herausgeschnitten wurde. Dieses Plasmid wurde mit dem Enzym SpeI 
geschnitten und jeweils die das Targeting-Konstrukte enthaltenden SpeI-Fragmente aus den 
Plasmiden iSpe+zMutHistag 3’UTRi flox(7) und iSpe+zMutThr+IRES eGFP flox(21)
hineinkloniert. Durch diesen Klonierungsschritt wurden die Targeting-Vektoren TV/tag und 
TV/GFP fertiggestellt. Sie tragen 5330 bzw. 4012kb große, das jeweilige Targeting-
Konstrukt flankierende Homologie-Sequenzen, die für eine erfolgreiche homologe 
Rekombination unerlässlich sind.
Nach der Restriktionsanalyse, die auch die Kontrolle der richtigen Orientierung der 
inserierten SpeI-Fragmente beinhaltete, wurde die Korrektheit aller DNA-Bereiche mit 
Ausnahme der Neomycin-Kassette durch Sequenzierung verifiziert.
Die fertigen Targeting-Vektoren ließen sich über eine SacII-Restriktionsschnittstelle 
linearisieren und wurden für ihre weitere Verwendung mit Phenol/Chloropform/Ethanol 
aufgereinigt.
2.7.5 Kultivierung von Embryonalen Stammzellen
Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) der Maus wurden zum gene targeting in vitro
verwendet. Ihre Kultivierung erfolgte in H2O gesättiger Atmosphäre bei 37°C und 10% CO2O 
in modifizierten D-MEM Medium (Gibco; Stratagene).
Verwendete Lösung
 modifiziertes D-MEM Medium: (D-MEM (Gibco), 15% FCS, 6x10-5 β-Mercaptoethanol, 
1% von 100x MEM- nicht essentielle Aminosäuren, 1% Penicillin/Streptomycin)
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Für die Zellkultur der Donor-ES-Zellen wurden RI-Zellen verwendet. Diese wurden aus den 
gekreuzten Inzuchtstämmen 129/Sv x 129/Sv-CP hervorgegangenen Blastozysten abgeleitet 
und von Nagy et al. (Nagy et al., 1993) subkloniert. In der F1 Generation ist die Fellfarbe 
uniform agouti, während die beiden Fellfarben in der F2 Generation in Abhängigkeit des 
genetischen Hintergrunds des Partners der Keimbahnchimären segregieren. 129/svJ ist eine 
eine agoutifarbene Maus mit hellem Bauchfell und pigmentierten Augen. 129/Sv-CP Mäuse 
haben ein silbergraues Fell und pigmentierte Augen.
Die Propagierung der ES-Zellen erfolgte auf einem Zellrasen aus Mitose-inaktivierten 
embryonalen Mausfibroblasten (EMFI) in Kulturmedium unter Zusatz von LIF (leukemia 
inhibitory factor; GibcoBRL). Um eine Differenzierung zu verhindern, wurden wurden ES-
Kulturen wurden die Zellen, je nach Dichte, jedoch nach spätestens zwei Tagen passagiert. 
Zum Splitten der ES-Zellen wurden diese 2x mit vorgewärmtem PBS gewaschen und 
anschließend für 10 Minuten mit vorgewärmtem Trypsin behandelt. Die Trypsinreaktion 
wurde duch 1 Volumen Kulturmedium abgestoppt. Das Aussäen der Zellen erfolgte mit einer 
Dichte von ca. 3x104 Zellen pro 60 mm Kulturschale. Zum Einfrieren der ES-Zellen wurden 
diese bei 1000 rpm abzentrifugiert, in Einfriermedium resuspendiert und bei -80°C 
eingefroren und konnten am nächsten Tag in flüssigen Stickstoff eingelagert werden.
2.7.6 Transfektion der Targeting-Vektoren in ES-Zellen, ES-Zell-Selektion und 
Analyse
ES-Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion mit den Targeting-Vektoren passagiert. 2-3 
Stunden vor der Transfektion wurde das Medium+LIF durch frisches ersetzt. Nach der 
Trypsinbehandlung wurden 3x107 Zellen abzentrifugiert und in 800 µl PBS mit ca. 30 µg 
linearisiertem Targeting-Vektor aufgenommen. Die Transfektion erfolgte im Gene Pulser II 
Elektroporationssystem (BioRad) in 4 mm Küvetten bei 250 Volt und 500 µF. Als 
Negativkontrolle diente eine Kulturschale mit gleicher ES-Zellzahl ohne Zugabe des 
Targeting-Vektors. Die transfizierten ES-Zellen wurde in 10 ml Kulturmedium aufgenommen 
und in Kulturschalen überführt. 24 Stunden später erfolgte der erste Mediumwechsel unter 
Zuabe von Geneticin (G418; 150µg/ml). ES-Zellen mit integriertem Targeting-Vektor, der ein 
Neomycin-Resistenzgen enthielt, sind gegen diesen Selektionsmarker resistent, während auf 
der Kontrollschale nach 8 Tagen keine lebenden ES-Zellen mehr vorhanden waren. Nach 10 
Tagen Inkubation, bei der täglich das Selektionsmedum gewechselt wurde, wurden ES-
Zellklone in 96 Well-Zellkulturplatten gepickt, in 2-3 Tagen auf einem EMFI-Rasen 
expandiert trypsiniert und zur Hälfte als sogenannte Masterplatte bis zu ihrer weiteren 
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Charakterisierung kryokonserviert und die andere Hälfte auf Gelatine-beschichtete 96 Well-
Zellkulturplatten expandiert. Die DNA der ES-Zellklone der letztgenannten Platte wurde zur 
weiteren Charakterisierung extrahiert. Die genomische DNA der isolierten Klone wurde mit 
Hilfe des Southern Blot-Verfahrens untersucht. Zur zuverlässigen Differenzierung zwischen 
homologer Rekombination und zufälliger Integration wurden für die Southern-Hybridisierung 
eine 5’- bzw. 3’-Sonde außerhalb des entsprechenden rekombinierenden Bereiches verwendet. 
Die sorgfältige Charakterisierung der DNA erfolgte mit drei unterschiedlichen 
Restriktionsverdauen (EcoRI, BglII und BamHI) mit drei verschiedenen Sonden (5’Hind, 
Neo, 3’Kpn probe).
2.7.7 Blastozysteninjektion
Einzelne ES-Zellen wurden mit Hilfe einer Mikroinjektionsapparatur in den Blastozoelraum 
von Präimplantations-Blastozysten injiziert und nach ihrer Reexpandierung in den Uterus 
scheinträchtiger (Foster-) Mäuse transferiert. Die Blasotyzysten-Injektion und der 
Uterustransfer wurde am Max-Planck-Institut für Biophysikalische Chemie in Göttingen unter 
der Leitung von Monika Schindler durchgeführt.
2.7.8 Keimbahnchimären
Eine chimäre Maus entsteht unter Beteiligung von ES-Zellen an der Entwicklung des 
Spender-Embryos. Besiedeln einzelne ES-Zellen hierbei auch die Keimbahn der entstehenden 
Maus, so spricht man von einer Keimbahn-Chimäre bzw. Germline Transmitter. Chimäre 
Nachkommen wurden anhand eines Fellfarben-Markers bestimmt, d.h. der Spender-Embryo 
hatte hinsichtlich der Fellfarbe einen anderen Genotyp als die ES-Zellen.
In den Chimären resultierte der Beitrag der C57BL/6J-Spender-Blastozyste in einem 
pigmentierten Phänotyp mit schwarzem Fell, während an den rotbraunen Fellpartien die 
Beteiligung der ES-Zellen (RI) identifiziert werden konnte. Für die Analyse der 
Keimbahntransmission wurden RI/ C57BL/6J chimäre Tiere mit C57BL/6J-Mäusen verpaart. 
Wurde der genetische Hintergrund der ES-Zellen vererbt, wurde dies an der rotbraunen
Fellfarbe mit hellem Bauchfell ersichtlich, während bei Nachkommen mit rein schwarzem 
Fell keine Keimbahntransmission zugrunde lag. Die Genotypisiering erfolgte über PCR und 
wurde für heterozygote Tiere durch Southern-Analyse bestätigt.
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2.8 Southern Blot Genotypisierung
2.8.1 Präparation genomischer DNA aus ES-Zellen
Die ES-Zellen wurden in den 96 Well-Zellkuturplatten zweimal mit PBS gewaschen und mit 
50 µl DNA-Extraktionspuffer ÜN bei 55°C lysiert. Nach der Zugabe von 50 µl H2O wurden 
die Lysate in ein Eppendorfgefäß überführt und die DNA mit 200 µl eiskaltem Ethanol und 3 
µl 5M NaCl gefällt. Die DNA wurde in jeweils 25 µl TE aufgenommen und ÜN bei 55°C 
gelöst.
Verwendete Lösungen
 DNA-Extraktionspuffer: (10 mM Tris/HCl, pH 7,5; 10 mM EDTA, pH 8,0; 10 mM NaCl; 
0,5% Sarcosyl; 1 mg/ml Proteinase K)
 TE: (10 mM Tris, pH 7,5; 1 mM EDTA, pH 8,0)
2.8.2 Gelauftrennung und Blotting
Etwa 10 µg genomischer DNA wurden nach den jeweiligen Bedingungen des verwendeten 
Enzyms unter Zugabe von BSA ÜN verdaut. Am nächsten Tag wurden 2 µl des verwendeten 
Enzyms nachpipettiert und für mindestens 2 h inkubiert, um den vollständigen Verdau der 
DNA sicherzustellen. Die DNA wurde gemäß dem Protokoll der ethanolischen Fällung 
behandelt und in 50 µl 1x Stop-Lösung ÜN bei 55°C gelöst. Anschließend wurde die DNA in 
einem 0,8 %igen Agarosegel in 1x TAE-Puffer ÜN bei 25 V elektrophoretisch aufgetrennt. 
Nach fotographischer Dokumentation wurde das Gel in einem ausreichenden Volumen 
Denaturierungslösung für 40 min denaturiert und 2x für 20 min in Neutralisierungslösung 
geschwenkt. Der DNA-Transfer erfolgte ÜN durch Kapillarkraft auf eine Nylon-Membran 
(Hybond N; Amersham). Danach wurde das Gel von der Membran entfernt und die DNA bei 
3600 Joule im UV-Crosslinker kovalent an die Membran gebunden.
Verwendete Lösungen
 10x Stop-Lösung: (1 ml 1x TE; 5 ml Glycin; 1,2 ml 0,5 M EDTA, pH 7.0; 2,8 ml H2O; 
jeweils 1 Spatelspitze Bromphenolblau und Xylencyanol FF)
 50x TAE-Puffer: (2 M Tris-Acetat, pH 7,5; 50 mM EDTA, pH 8,0)
 Denaturierungslösung: (1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH)
 Neutralisierungslösung: (1 M Tris; 1,5 M NaCl; pH 7.2)
2.8.3 Sondensynthese und Hybridisierung
Spezifische DNA Fragmente wurden nach einer modifizierten Methode von Feinberg & 
Vogelstein (Feinberg and Vogelstein, 1983) radioaktiv markiert. Etwa 100 ng DNA Fragment 
wurden in 33 µl H2O aufgenommen, 5 min bei 99 °C denaturiert und anschließend auf Eis 
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abgekühlt. Nach Zugabe von 11 µl Hexamer Mix (Boehringer), 2 µl 100x BSA, 5 µl α-32P-
dCTP und 2 µl Klenow-Polymerase wurde der Ansatz bei 37°C für 2 h inkubiert. Freie 
Nukleotide wurden durch Aufreinigung über ProbeQuant G-50 Micro Colums (Amersham) 
entfernt. Der Einbau von radioaktivem Nukleotid wurde durch Messung der Aktivität 
kontrolliert.
Die Nylonmembran mit der zu untersuchenden DNA wurde für mindestens 2 h bei 65°C in 
der Prähybridisierungslösung inkubiert und anschließend in der Hybridisierungslösung mit 
der radioaktiv markierten Sonde ÜN bei 65°C hybridisiert. Am nächsten Tag wurde die 
Membran 3x für 30 min bei 55°C gewaschen (bei der Neo-Probe bei 60°C). Die 
Visualisierung der Signale erfolgte durch Autrodadiographie durch Auflegen eines Films
(Biomax MR; Kodak).
Verwendete Lösungen
 MP-Mix: (5% Milchpulver; 5% SDS; bei 55°C gelöst)
 Dextransulphat: (50 g Dextransulphat + 100 ml H2O; ÜN bei RT gelöst)
 Prähybridisierungslösung: (3 ml 20x SSC; 3 ml MP-Mix; 0,5 ml Lachsspermien DNA (10 
mg/ml); 8,5 ml H2O; 10-15 min aufkochen)
 Hybridisierungslösung: (2 ml 20x SSC; 2 ml MP-Mix; 0,5 ml Lachsspermien DNA (10 
mg/ml); 2 ml 50% Dextransulphat 3,5 ml H2O; 10 min kochen)
 Waschpuffer: (0,1% SSC; 0,1% SDS)
2.9 DNA-Extraktion aus Schwanzbiopsien
Die Genotypisierung von Mäusen erfolgte in der Regel durch PCR-Analyse. Dazu wurden 
0,5-1 cm lange Schwanzbiopsien entnommen und in 400 µl Extraktions-Puffer über Nacht bei 
55°C inkubiert. Nach kurzem Vortexen wurden unlösliche Partikel durch Zentrifugation 
sedimentiert (10 min, 14000 rpm, RT). Die DNA wurde aus dem Überstand (50 µl für PCR; 
400 µl für Southern Analyse) durch Zugabe von einem Volumen Isopropanol gefällt (10 min, 
14000 rpm, RT) und ÜN bei 55°C in 400 µl TE-Puffer gelöst (für Southern Analyse in 50-100 
µl TE-Puffer). Für die PCR wurden 1 µl DNA eingesetzt (in einem 25 µl Ansatz).
Verwendete Lösung
 Extraktions-Puffer: (200 mM Tris/HCl, pH 8,0; 50 mM EDTA; 100 mM NaCl; 1% SDS; 
100 µg Proteinase K)
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2.9.1 Präparation (extra-) embryonaler DNA zur Genotypisierung von
Mausembryonen
Die Genotypisierung von E7.5-E18.5-Embryonen erfolgte durch PCR-Analyse. Dafür wurden 
ca. 0,5 cm des Dotter- oder Eindeweidesackes in 30-40 µl PCR-Lysispuffer über Nacht bei 
55°C verdaut. Am nächsten Tag wurde das PCR-Lysispuffer-Gemisch für 10 min bei 99°C 
aufgekocht und 0,6 µl in die PCR-Analyse eingesetzt.
Verwendete Lösung
 PCR-Lysispuffer: (10 mM Tris-HCl, pH 8,4; 50 mM KCl; 2 mM MgCl2; 0,45% NP-40; 
0,45% Tween-20; 60 µg/ml Proteinase K)
2.10 PCR-basiertes Genotypisieren
Die Genotypisierung der PKC ι KO/PKCζ KI-Mäuse erfolgte mittels Multiplex-PCR. Dabei 
wurden in einer Reaktion Rescue- und Wildtyp-Allele detektiert.
PCR-Reaktionsansatz:
1 µl DNA (Präparation für PCR, s.o.)
1 µl Primer MM (bestehend aus allen 4 Primern je 5µM/µl)




1. 95°C 15 min
2. 95°C 30 sec
3. 57°C 45 sec
4. 72°C 1 min zurück nach 2. (38 Zyklen)
5. 72°C 10 min
6. 4°C Endlosschleife
Wildtypfragment: 651 bp mit Primerpaar iota-Ex2_Se/iota-Ex2_AS
Rescue-Fragment: 817 bp mit Primerpaar 5’Fus_fw/3’Fus_rev
2.11 Gen Bank ID
Name DNA/cDNA Protein
PKC ι/λ NM_008857 NM_008857.2












































































































































zeta sense2 5’-GGAGGAAGCTGTACCGAGCCAACGGC-3’ 26 bp
zeta antisense 1 5’-GACGTGTGAGGCCTTGACAGACAGG-3’ 25 bp
zeta senseII 5’-CCTGTCTGTCAAGGCCTCACACGTC-3’ 25 bp
lambda2(694-716) 5’- GGACCAGACCATGCATCCAGACC-3’ 23 bp
iotaAS(1097-1121) 5’- GTCGCTGCATATGAAACATGAGGTC-3’ 25 bp
iota antisense2 rev 5’- GAGCAGGCTGACGGGTGGATATCC-3’ 24 bp
3’UTRi_rev2 5’-CTGTATCACATGTTAGCTATGAC-3’ 23 bp
3’UTRi_fw2 5’-TGCGGTGAAATTCAAGACCA-3’ 20 bp
3’UTRi_rev3 5’-GGCTGGACACTGTGCACTTC-3’ 20 bp
3’UTRi_fw3 5’-GAAGGCTTAATTGCGCAGTG-3’ 20 bp
3’UTRi_fw4 5’-GGCAGCATTATTCACGCCCTAAG-3’ 20 bp
zeta-Ex3-fw 5’-GTGACCCTTGTACTGTGTCC-3’ 20 bp
deltaNewGeno 5’-ACAGGCCAGCCTCACACACCTAC-3’ 23 bp
delta-BB1 5’-GCAGGGAGCCCAGCTCATAGG-3’ 21 bp



































2.13 Plasmide und Vektoren
Die mit einem * gekennzeichneten Plasmide bzw. Fragmente wurden im Rahmen dieser 
Doktorarbeit generiert. Die mit einem + gekennzeichneten Plasmide wurden von H.Oster und 
die mit einem # gekennzeichneten Plasmide von M. Leitges freundlicherweise zur Verfügung 
gestellt.
Klonierung der PKC ι und ζ spezifischer GST-Fusionsproteine
Name Plasmid Fragment/RE 
und Größe
Verwendung
iota 3’pp 9/9* pGex-6P-2 BamHI/SalI
161 bp
PKC ι/λ-spezifisches Antigen




Name Plasmid Fragment/RE 
und Größe
Verwendung
iota ISH temp+ pCR®II-TOPO EcoRI 430 bp BamH I T7 antisense 
EcoR V SP6 sense 
zeta ISH temp+ pCR®II-TOPO EcoRI 292 bp BamH I T7 antisense 
EcoR V SP6 sense 
Klonierung der Targeting-Vektoren
Name Plasmid Fragment/RE 
und Größe
Verwendung
piota 1.2 Spe# pBluescript II
KS+
SpeI 1188 bp modifiziert für Verwendung als 
Ausgangsplasmid für die 
Targeting Vektoren TV/tag + 
TV/GFP
pzeta6* pCR®2.1-TOPO EcoRI 1820 bp modifiziert für Targeting 
Vektoren TV/tag + TV/GFP;
Template für Antikörper-
Klonierung
3’UTRi(4)* pCR®2.1-TOPO EcoRI 2533 bp modifiziert für Targeting Vektor 
TV/tag
IRES-EGFP* pIRES2eGFP SmaI /AflI
1556 bp





SpeI 6170 bp Insert enthält das TV/tag 
Targeting Konstrukt zur finalen 
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SpeI 5248 bp Insert enthält das TV/GFP 
Targeting Konstrukt zur finalen 






Vektor zur Aufnahme der 
modifizierten Exon 2 ιDNA
TV/tag* pSP73 EcoRI/KpnI
15512 bp











Name Plasmid Fragment/RE 
und Größe
Verwendung
3’Kpn probe* pPCR-Script 
Amp SK(+)












Name Firma gekoppelt mit Verdünnung und Verwendung
anti-PKC ι/λ eigen 1:6000 Western Blot
anti-PKC ζ eigen 1:2000 Western Blot
anti-rabbit HRP Dianova HRP 1:5000 Western Blot
anti-β-Actin 
HRP
Santa Cruz HRP 1:1000 Western Blot
anti-zeta (C20) Santa Cruz 1:5000 Western Blot
Ki-67 BD Biosciences 1:20 IHC
anti-mouse 594 Invitrogen red-fluorescent 
Alexa Fluor 594 
dye
1:1000 IHC




In Vitro Transcription Kit Stratagene
ApopTag® Apoptosis Detection Kit QBioGene
M.O.M. Kit Vector Laboratories
ThermoScript RT-PCR system Invitrogen
QuikChange®Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene
Nucleobond AX Macherey-Nagel




3.1 Generierung spezifischer aPKC-Antikörper
Spezifische Antikörper stellen ein wichtiges Werkzeug bei der Proteinanalyse dar. Aufgrund 
der hohen Homologie von 73% in der Aminosäuresequenz von PKC ι/λ und PKC ζ (siehe. 
Abb. 6.1) unterscheiden kommerziell erhältliche Antikörper nicht zwischen beiden aPKC-
Isoformen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden deshalb polyklonale Antikörper, die spezifisch 
für die jeweilige Isoform sind, durch Immunisierung von Kaninchen mit den entsprechenden 
Antigenen generiert.
3.1.1 Klonierung der Peptide in Expressionsvektoren, Proteinexpression und Analyse 
der aPKC-Antikörperspezifität
Um die Spezifität der aPKC-Antikörper gewährleisten zu können, wurden innerhalb der N-
terminalen regulatorischen Region gelegene Aminosäure-Sequenzbereiche gewählt, die für 
beide Isoformen die geringsten Homologien aufwiesen. Diese Sequenzbereiche umfassten für 
PKC ι/λ die Aminosäuren 184 bis 234 sowie 185 bis 244 für PKC ζ. Die Homologie für diese 
Bereiche lag bei 25,8% (siehe Abb. 3.1). Die korrespondierenden Nukleotidsequenzen
wurden in den Expressionsvektor pGex-6P unter Erhalt des Leserahmens im Anschluss an die 
Glutathion S-Transferase (GST) Genregion subkloniert. Die gerichtete Klonierung wurde 
durch die eingeführten Restriktionsschnittstellen (BamHI/SalI für PKC ι/λ und für PKC ζ 
SmaI/XhoI) gewährleistet. Durch eine Restriktionsanalyse wurde die erfolgreiche Klonierung 
der Nukleotidsequenzabschnitte überprüft. Dabei wurde für PKC ι/λ ein Insert in der 
erwarteten Größe von 161 bp und für PKC ζ von 182 bp identifiziert (Abb. 3.2). Zusätzlich 
wurde die Korrektheit der Inserts durch Sequenzierung verifiziert (Abb. 6.1 und 6.2).
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Abb. 3.1 Isoformspezifische Aminosäuresequenzen der aPKC-Isoformen. Die aus dem Bereich der N-
terminalen regulatorischen Region liegenden Sequenzen umfassen die Aminosäuren 184 bis 234 (PKCι/λ) und 
185 bis 244 (PKC ζ). Die Homologie der Peptide zueinander beträgt 25,8%, ermittelt durch das Programm 
CLUSTAL W (1.81, Workbench). Die Markierungen indizieren * - vollständig konservierte Aminosäuren; : -
Konservierung starker Gruppen; . – Konservierung schwacher Gruppen; - keine Übereinstimmung.
Abb. 3.2 Restriktionsanalyse der für die Generierung der aPKC-spezifischen Peptide korresponiderenden 
Nukleotidsequenzen, die in den Expressionsvektor pGex-6P kloniert wurden. Bei ausgewählten Klonen
(gekennzeichnet durch die Nummern) wurde für PKC ι/λ jeweils ein Fragment mit der korrekten Größe von 161 
bp (BamHI/SalI, Pfeilspitze links) und für PKC ζ von 182 bp (SmaI/XhoI; Pfeilspitze rechts) identifiziert. M, 
Größenmarker.
Nach der Expression der GST-Fusionsproteine in E. coli BL21 wurde das Molekulargewicht 
(MG) der aPKC-spezifischen Eluate in einem Coomassie-gefärbten Polyacrylamidgel 
überprüft. Zusammen mit dem GST-Protein (ca. 26 kDa) wurde für das rekombinante PKC
ι/λ-Peptid (5,71 kDA) ein MG von ca. 32 kDa und für PKC ζ (6,47 kDa) von ca. 32,5 kDa 
errechnet (Abb. 3.3). Anhand des BSA-Standards im gezeigten Gel wurden die aufgetragenen 
Proteinmengen abgeschätzt. 960 µg des PKC ι/λ-Antigens und 640 µg des PKC ζ-Antigens in 
einem Gesamtvolumen von jeweils 160 µl in Eluierungspuffer wurde an die Firma Pineda-
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Abb. 3.3 Eluate der rekombinanten aPKC-Peptide in einem Coomassie-gefärbten Gel. Das theoretische 
Molekulargewicht der GST-Fusionsproteine beträgt für PKC ι/λ ca. 32 kDa und für PKC ζ ca. 32,5 kDa. Anhand 
einer BSA-Standardreihe wurde die Proteinkonzentration abgeschätzt. Zur Herstellung spezifischer Antikörper 
wurden die Antigene für PKC ι/λ bzw. PKC ζ für die Immunisierung von Kaninchen eingesetzt.
Die Immunisierung der Kaninchen wurde nach Standardprotokollen durchgeführt. Pro 
Immunisierung erfolgte jedoch nur bei jeweils einem der beiden Tiere eine spezifische 
Immunantwort (nach 150 Immunisierungstagen gegen PKC ι/λ bzw. 120 Tagen gegen PKC ζ)
gegen das injizierte Antigen.
Für die Überprüfung der Spezifität des PKC ι/λ-Antikörpers wurden Proteinextrakte aus PKC
ι/λ-defizienten und Wildtyp ES-Zellen (Bandyopadhyay et al., 2004) über eine Western 
Analyse untersucht. Dabei wurde der PKC ι/λ-Antikörper 1:6000 verdünnt und die 
spezifische Bindung über die Peroxidaseaktivität des Sekundärantikörpers mittels 
Chemilumineszenz detektiert. Es wurde in den Wildtyp ES-Zellen ein Signal in Höhe des 
putativen MG von 67,2 kDa identifiziert, welches in den PKC ι/λ-defizienten ES-Zellen 
erwartungsgemäß fehlte (Abb. 3.4).
In gleicher Weise wurde für die Untersuchungen der PKC ζ-Antikörperspezifität verfahren. In 
diesem Fall wurden Proteinextrakte aus dem Nierengewebe (eine Hochexpressionsdomäne 
von PKC ζ in der Wildtyp-Maus) von PKC ζ-defizienten Mäusen (Leitges et al., 2001) im 
Vergleich zu Wildtyp-Mäusen verwendet. Der PKC ζ-Antikörper wurde in der Western-
Analyse in einer Verdünnung von 1:2000 eingesetzt. Auch hier wurde ein PKC ζ spezifisches 
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Abb. 3.4 Western Blot zur Überprüfung der Spezifität der polyklonalen Antikörper gegen PKC ι/λ und ζ.
Das PKC ι/λ-spezifisches Signal von 67,2 kDa (Pfeilspitze links) konnte nur in den Proteinextrakten der 
Wildtyp-ES-Zellen nachgeweisen werden (kein Signal in PKC ι/λ-defizienten ES-Zellen). In den 
Nierenextrakten wurde ebenfalls nur im Wildtypgewebe die für PKC ζ spezifische Bande (67,7 kDa, Pfeilspitze 
rechts) detektiert.
3.2 Expressionsanalyse von PKC ι/λ und ζ während der Embryogenese der 
Maus
Die unterschiedlichen Phänotypen der aPKC-defizienten Mäuse erbrachten erste Hinweise auf 
spezifische in vivo-Funktionen der beiden Isoformen (siehe Kapitel 1.1.2.2). Auf der anderen 
Seite konnte in zahlreichen Studien an Säugerepithelzellen gezeigt werden, dass PKC ι/λ und 
ζ funktionell redundant sind (Joberty et al., 2000; Lin et al., 2000; Suzuki et al., 2001). Per 
ISH wurde daher das Expressionsmuster der aPKCs hinsichtlich unterschiedlicher sowie 
überlappender Expressionsdomänen bestimmt. Die Untersuchungen wurden an der 
Embryonaltagen E7.5, 8.5, 9.5, 10.5, 12.5, 14.5 und E16.5 durchgeführt.
ES-Zellen Niere












3.2.1 PKC ι/λ und PKC ζ Expression an den embryonalen Tagen E7.5 bis E10.5
RNA In Situ Hybridisierungen (ISH) wurden an Paraffinschnitten mit 35S-markierten Sonden, 
die gegen spezifische Regionen der aPKC Transkripte (Oster et al., 2004) gerichtet waren, 
durchgeführt. Am embryonalen Tag 7.5 sind PKC ι/λ und PKC ζ im gesamten Embryo 
ubiquitär exprimiert (Abb. 3.5 A und B). Allerdings ist die mRNA-Expression von PKC ζ zu 
der von PKC ι/λ eher gering. Das wird besonders deutlich im Vergleich mit der gleich stark
ausgeprägten Signalstärke für beide Transkripte in der maternalen Plazenta (Abb. 3.5 A). Das 
ubiquitäre Expressionsmuster beider aPKCs mit durchweg niedrigerer Transkriptstärke für 
PKC ζ wurde auch für die Embryonaltage 8.5, 9.5 (Daten nicht gezeigt) und E10.5 gefunden
(Abb. 3.5 B). In dieser frühen Phase der Embryogenese konnte für beide aPKC-Isoformen
keine gewebespezifische Expression bestimmt werden. Unterschiede in der Signalstärke, wie 
sie im Neuroepithel im Vergleich zu anderen Geweben des E10.5 Embryos auftraten (Abb. 
3.5 B), waren direkt durch die erhöhte Zelldichte, ermittelt anhand der parallelen nukleären
Hoechstfärbung, in diesem Bereich bedingt. Eine relative Quantifizierung des mRNA-
Niveaus durch quantitative RT-PCR während der mittleren Stadien der Embryonal-
entwicklung bestätigte das reduzierte PKC ζ-Transkriptvorkommen. Während PKC ζ konstant 
niedrige Expressionsstärken bei allen analysierten Stadien offenbart, zeigt PKC ι/λ ein 
zeitliches Expressionsprofil mit höchster Transkriptstärke bei E9.5 und eine sukzessive 
Abnahme entgegen späterer Stadien (Abb. 3.5 C). Bei E7.5 waren die Trankskriptstärken im 
Vergleich zu PKC ζ um das 2,9 fache, bei E10.5, um das 3,7 fache erhöht.
Diese Befunde wurden auf Proteinebene durch eine Western-Analyse unter Verwendung von 
embryonalen Proteinextrakten erhärtet. Für den Proteinnachweis von PKC ι/λ and PKC ζ
wurden die Embryonaltage E8.5 and E9.5 gewählt, da in diesen Stadien der Phänotyp der 
PKC ι/λ-defizienten Maus besonders stark ausgeprägt ist (Soloff et al., 2004). Zu beiden 
Stadien war PKC ι/λ stark exprimiert, während die Proteinkonzentrationen von PKC ζ
generell niedriger waren. Dies wurde besonders im Vergleich zur starken PKC ζ-Expression
in der adulten Niere deutlich (Abb. 3.5 D, Bahn 7). Es wurde kein PKC ι/λ-Signal in den PKC 
ι/λ-defizienten embryonalen Stammzellen (Bandyopadhyay et al., 2004) detektiert, was im 
Kontrast zur starken Expression in den Wildtyp ES-Zellen steht. Dieses und die Abwesenheit 
eines PKC ζ -Signals in den Nieren von PKC ζ-defizienten Tieren bestätigte die 
Isoformspezifität beider aPKC-Antikörper (Abb. 3.5 D). Trotz der geringen Menge an 
aufgetragenem Gesamt-Proteinextrakt – abgeschätzt anhand des zugehörigen ß-Actin Signals
– wurde eine starke Expression für PKC ζ in den Wildtyp-Nieren festgestellt (Abb. 3.5 D).
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Abb. 3.5 Expression von PKC ι/λ und ζ in frühen Embryonalstadien. (A, B) Flüssigfilm-Photos von 
sagittalen E7.5-(A) und E10.5-(B) Paraffinschnitten, die mit spezifischen Sonden gegen PKC ι/λ und PKC ζ-
Transkripte hybridisiert worden waren (rote Farbe: Signal; blau: nukleäre Hoechstfärbung). Die weißen Balken 
kennzeichnen jeweils 500 µm (a, Amnion; al, Allantois; bb, Branchialbogen; e, embryonales Ektoderm; he, 
hintere Extremität; m, embryonales Mesoderm; ma, Magenlumen; mda, Mitteldarm; mes, mesencephaler 
Vesikel; neph, Mesonephros; nr, Neuralrohr; pl, Plazenta; tel, telencephaler Vesikel). (C) Quantifizierung 
embryonaler aPKC Transkripte über qPCR an verschiedenen Entwicklungsstadien. Die Werte wurden an die 
PKC ζ Expression des Embryonaltages E7.5 normalisiert (WE, willkürliche Einheiten, Average ± SD; N=3). (D) 
Western Blot-Analyse embryonaler Proteinextrakte unter Verwendung von Antikörpern gegen PKC ι/λ oder 
PKC ζ. Die Spezifität der Antikörper wurde mit Hilfe von Proteinextrakten aus ES-Zellen (wt bzw. PKC ι/λ-/-) 
oder adulten Nieren (wt bzw. PKC ζ-/-) bestätigt.
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3.2.2 PKC ι/λ- und PKC ζ-Expression am embryonalen Tag E12.5
Hinsichtlich der späteren Embryonalstadien wurde das Expressionsmuster für beide aPKCs 
durch ISH auf Kryostatschnitten analysiert. Bei E12.5 wurde ein ausgedehntes, jedoch im 
Vergleich zu früheren Stadien stärker differenziertes Expressionsmuster für beide Isoformen 
identifiziert. PKC ι/λ wies eine ausgedehnte Expression im gesamten Embryo mit ersten 
Anzeichen einer Regionalisierung in bestimmten Geweben auf (Abb. 3.6 A). Eine schwache, 
jedoch ebenfalls ubiquitäre Expression wurde für PKC ζ beobachtet. Zusätzlich zeigten einige 
Regionen stärkere Aktivität dieses Gens (Abb. 3.6 B). Im Gehirn war PKC ι/λ stark in
Mittelhirn und Striatum (Abb. 3.6 A), dem olfaktorischen Epithel (Abb. 3.6 A und C), dem 
Neopallialen Kortex (Abb. 3.6 A und E), dem Choroid plexus und der Medulla oblongata
(Abb. 3.6 A und G), der Rathke-Tasche und im Diencephalon (Abb. 3.6 A und I) exprimiert.
Eine starke PKC ζ-Transkription wurde im olfaktorischen Epithel (Abb. 3.6B und D), dem 
Choroid plexus (Abb. 3.6 B und H) und der Rathke-Tasche detektiert (Abb. 3.6 B und J). In 
anderen Gehirnregionen wurde nur eine schwache Expression für diese Isoform gefunden 
(Abb. 3.6B, F, H and J). Im Körper des Embryos wurden starke Signale für PKC ι/λ in der 
Leber identifiziert (Abb. 3.6 A und K). Im Gegensatz dazu zeigte PKC ζ in der Leber 
allgemein schwache Aktivität, aber starke Expression in den hepatischen Sinusoiden (Abb. 
3.6 B und L). In der Lunge wurde für PKC ι/λ eine ubiquitäre Expression mit erhöhten
Signalen in den segmentalen Bronchien detektiert (Abb. 3.6 A und M), während starke PKC 
ζ-Aktivität nur in den segmentalen Bronchien beobachtet wurden (Abb. 3.6 N). Im Intestinum 
zeigte PKC ι/λ eine hohe Expression in allen Gewebeschichten (Abb. 3.6 O), während die 
Expression von PKC ζ auf das Epithel und das Bindegewebe beschränkt war (Abb. 3.6 P).
Erhöhte Signalstärken waren für PKC ι/λ im Magen und der sich entwickelnden Niere zu 
sehen (Abb. 3.6 Q). Dagegen wurden vermehrt PKC ζ-Transkripte in der mukösen 
Membranschicht des Magens (Abb. 3.6 R, linke weiße Pfeilspitze) und im Epithel der 
Urinenkanälchen des Metanephros beobachtet (Abb. 3.6 R, rechte weiße Pfeilspitze). In der 
Blase wurden PKC ι/λ-Transkripte im gesamten Organ detektiert, während die Expression 
von PKC ζ auf den Urogenitalsinus beschränkt war. Beide Isoformen wurden in der Urethra 
detektiert (Abb. 3.6 S und T).
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Abb. 3.6 Expression von PKC ι/λ und ζ am Embryonaltag E12.5. (A-D) Dunkelfeldphotos von E12.5 in situ
Hybridisierungen. PKC ι/λ ist weitläufig im gesamten Embryo exprimiert (A), während die PKC ζ-Trankription 
stark regionalisiert erscheint (B). Der weiße Balken markiert 5 mm. (C-T) Vergrößerungen ausgewählter 
Gewebe angrenzender Schnitte (br, segmentaler Bronchus; cp, Choroid plexus; di, Diencephalon; in, Intestinum;
leb, Leber; lg, Lunge; ma, Magen; mda, Mitteldarm; mh, Mittelhirn; mo, Medulla oblongata; nc, Neopallialer
Kortex; neph, Metanephros; no, Notochord; oe, olfaktorisches Epithel; rm, Rückenmark; rt, Rathke-Tasche; si, 
hepatische Sinusoide; st, Striatum; ur, Urethra; us, Urogenitalsinus). Hybridisierungen mit den entsprechenden
Sense-Sonden zeigten keine detektierbaren Signale (Daten nicht gezeigt).
Ergebnisse
53
3.2.3 PKC ι/λ- und PKC ζ-Expression am embryonalen Tag E14.5
Die Differenzierung der Expression beider aPKC Isoformen, die um das Embryonalstadium 
E12.5 herum initiiert wird, erschien bei E14.5 noch stärker ausgeprägt. In diesem Stadium 
war PKC ι/λ nach wie vor in allen Geweben des Embryo exprimiert (Abb. 3.7 A und C). Im 
deutlichen Gegensatz dazu war die Expression von PKC ζ auf wenige Gewebe beschränkt 
(Abb. 3.7 B und D). Um weiterhin die Spezifitäten in den Expressionsmustern beider Gene zu 
charakterisieren, wurden einige der besonders auffälligen Gewebetypen miteinander 
verglichen. Im Gehirn wurde für PKC ι/λ ein starkes Signal im Neopallialen Kortex, im 
Striatum, im sich in den lateralen Ventrikel ersteckenden Choroid Plexus (Abb. 3.7 A und E), 
im olfaktorischen Epithel (Abb. 3.7 K) und im Trigeminalganglion gefunden (Abb. 3.7 A). 
Zusätzliche hohe Transkriptionsaktivitäten wurden im Superior colliculus und dem 
Tegmentum des Mittelhirns, dem zerebralen Vorläufer und im Choroid Plexus (Abb. 3.7 C 
und G), in der Rathke-Tasche und dem angrenzenden Diencephalon (Abb. 3.7C und I) sowie
in der Medulla oblongata detektiert (Abb. 3.7 A and C). Im Gegensatz dazu war die 
Expression von PKC ζ im Gehirn auf den Choroid Plexus (Abb. 3.7 B, D, F und H), das 
olfaktorischen Epithel (Abb. 3.7 B, D und L) und die Rathke-Tasche beschränkt (Abb. 3.7 D 
und J).
Innerhalb des Körpers war PKC ι/λ am stärksten in der Unterkieferdrüse (Abb. 3.7 A), dem 
Thymus (Abb. 3.7 C und M), entlang des Rückenmarks, in den Knorpelvorläufern und den 
dorsalen Wurzelganglien exprimiert (Abb. 3.7 A), was im Kontrast zu der Abwesenheit der
PKC ζ-Expression in diesen Regionen steht (Abb. 3.7 B, D und N).
Ein starkes Transkriptsignal mit unterschiedlichen, jedoch für jede Isoform spezifischen 
Expressionsdomänen wurde in einigen Organen gefunden. Innerhalb der Lunge war PKC ι/λ
ubiquitär aktiv, zeigte aber eine erhöhte Expression in den terminalen Bronchiolen (Abb. 3.7
A und Q), während die Expression von PKC ζ auf die terminalen Bronchiolen und das Epithel 
des Bronchialastes (Abb. 3.7 B und R) beschränkt war. In der Niere war der gesamte 
Metanephros, einschließlich der kortikalen, medullären und mesenchymalen Regionen positiv 
für PKC ι/λ (Abb. 3.7 A und U), während PKC ζ nur in den primitiven Glomeruli der Medulla
detektiert werden konnte (Abb. 3.7 B und V). Im Intestinum war PKC ι/λ durchweg in allen 
Gewebeschichten exprimiert (Abb. 3.7 C, S und W), während PKC ζ-Signal auf das Epithel 
und das umgebende Bindegewebe beschränkt waren (Abb. 3.7 D, T und X). In der Blase 
waren beide aPKCs sehr stark im Urogenitalsinus exprimiert, wobei für PKC ι/λ ein 
schwächeres Signal in der Sinus-Wand detektiert wurde (Abb. 3.7 C, D, S und T). Mittlere 
Signalstärken wurden für PKC ι/λ im Herzen (Abb. 3.7 A, C und O) und der Leber
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identifiziert (Abb. 3.7 A, C und Q), während in diesen Gewebetypen nur schwache PKC ζ-
Transkription beobachtet wurde (Abb. 3.7 B, D, O und P).
Zusammengefasst zeigen beide aPKCs am Embryonaltag E14.5 ein hochdifferenziertes 
Expressionsmuster. PKC ι/λ wurde in den meisten Organen des Embryos detektiert. 
Allerdings ist die Expression im Vergleich zu früheren Stadien stärker regionalisiert. Die 
Expression von PKC ζ war in diesem Stadium sowohl im Zentralnervensystem (ZNS) als 
auch in der Peripherie auf wenige Gewebetypen beschränkt.
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Abb. 3.7 Expression von PKC ι/λ und ζ am Embryonaltag E14.5.
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Abb. 3.7 Expression von PKC ι/λ und ζ am Embryonaltag E14.5. (A-D) Dunkelfeldphotos von E14.5 in situ
Hybridisierungen. PKC ι/λ ist weitläufig im gesamten Embryo exprimiert (A+C), während die PKC ζ-
Expression auf wenige Domänen beschränkt ist (B+D). Die weißen Balken kennzeichnen 4 mm. (E-X) 
Vergrößerungen ausgewählter Gewebe von angrenzenden Schnitten (at, Atrium des Herzens; ba, Verzweigung
des Bronchialastes; br, terminale Bronchiolen; ce, Cerebellum; cp, Choroid plexus; di, Diencephalon; es, 
Eingeweidesack; in, Intestinum; leb, Leber; lg, Lunge; mda, Mitteldarm; mh, Mittelhirn; mo, Medulla 
oblongata; nc, Neopallialer Kortex; ni, Niere; oe, olfaktorisches Epithel; rm, Rückenmark, rt, Rathke-Tasche; sc, 
Superior colliculus; st, Striatum; te, Tegmentum; tg, Trigeminalganglion; th, Thymus; us, Urogenitalsinus; ve, 
Ventrikel des Herzens; wus, Wand des Urogenitalsinus; * Artefakt). Hybridisierungen mit den entsprechenden
Sense-Sonden zeigten keine detektierbaren Signale (Daten nicht gezeigt).
3.2.4 PKC ι/λ- und PKC ζ-Expression am embryonalen Tag E16.5
Bei E16.5 zeigte PKC ι/λ ein komplexes differenziertes Expressionsmuster. Im Gehirn 
wurden PKC ι/λ-Transkripte im neopallialen Kortex und der ventrikulären Zone des 
Neokortex (Abb. 3.8 A und E, Pfeilspitzen), im Striatum des Diencephalons (Abb. 3.8 A), 
dem olfaktorischem Epithel (Abb. 3.8 A und E) und in den Trigeminalganglien (Abb. 3.8 A) 
detektiert. In den medialen und kaudalen Teilen des Gehirns war PKC ι/λ nun ebenfalls im 
Tectum und Segmentum des Mittelhirns (Abb. 3.8 C und Daten nicht gezeigt), dem zerebralen 
Vorläufer (Abb. 3.8 C) und der Medulla oblongata (Abb. 3.8 A) zu finden. Im Gegesatz zu 
E14.5 waren nur wenige Transkripte im Choroid plexus detektierbar (Abb. 3.8 C und E). 
Zusätzlich verschwand die Expression in der Rathke-Tasche (Abb. 3.8 I). Interessanterweise 
wurden in diesem Embryonalstadium PKC ζ-Signale im Choroid plexus (Abb. 3.8 D und F), 
im olfaktorischen Epithel (Abb. 3.8 D und L) und in der Rathke-Tasche (Abb. 3.8 D und J) 
gefunden.
PKC ι/λ war stark in der Unterkieferdrüse (Abb. 3.8 A), im Thymus (Abb. 3.8 A und O), dem 
Rückenmark (Abb. 3.8 C und G) und den dorsalen Wurzelganglien (Abb. 3.8 C) exprimiert. 
Zusätzlich wurde hohe PKC ι/λ-Transkription im braunen Fettgewebe identifiziert (Abb. 3.8 
C). In Übereinstimmung mit den gewonnen Daten von E14.5 wurde PKC ζ in keiner dieser 
Regionen am embryonalen Tag 16.5 detektiert (Abb. 3.8 B, D, H und P). In der Lunge zeigte 
PKC ι/λ eine starke Expression in allen Gewebeschichten (Abb. 3.8 M), während PKC ζ eine 
ubiquitäre, jedoch schwächere Expression mit erhöhtem Signal im den Hauptbronchus und
die terminalen Bronchiolen auskleidenden Epithel erkennen ließ (Abb. 3.8 N und V, weiße 
Pfeilspitze). Eine nur marginale PKC ι/λ-Färbung wurde im Epithel des Hauptbronchus
beobachtet (Abb. 3.8 U, weiße Pfeilspitze). Innerhalb der Niere wurden PKC ι/λ-Transkripte 
sowohl in den kortikalen als auch medullären Regionen detektiert (Abb. 3.8 A und Q),
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während PKC ζ-mRNA nur in der Medulla gefunden wurde (Abb. 3.8 R). Im Intestinum war 
die Expression von PKC ι/λ im Epithel an der Basis der Villi erhöht (Abb. 3.8 A, C und S, 
weiße Pfeilspitzen), eine Domäne, in der stammzellähnliche Vorläufer des intestinalen 
Epithels lokalisiert sind (Slorach et al., 1999). Im Gegensatz dazu wurden PKC ζ-Transkripte 
durchweg in allen Epithelschichten gefunden (Abb. 3.8 B, D und T). Keine Veränderungen in 
den Expressionsdomänen der Blase wurden für beide Gene zwischen den Embryonalstadien 
E14.5 und E16.5 identifiziert (Abb. 3.8 C und D und Daten nicht gezeigt). Interssanterweise 
wurde ein unterschiedliches Expressionsmuster für beide aPKCs im Hoden identifiziert (Abb. 
3.8 W und X). Während die PKC ζ-Signale auf das Epithel der Samenkanäle beschränkt war, 
wurde die mRNA von PKC ι/λ im gesamten Gewebe detektiert. Im Auge wurde PKC ι/λ in 
der Retina und im die Iris umgrenzenden kuboidalen Epithel gefunden (Abb. 3.8 Y1),
während PKC ζ im kuboidalen Epithel und der Pigmentschicht der Retina lokalisiert war
(Abb. 3.8 Y2, weiße and gelbe Pfeilspitzen). In der sich entwickelnden Epidermis war eine 
starke Expression von PKC ι/λ in allen Schichten, einschließlich der Haarfollikel, zu sehen
(Abb. 3.8 Z1), während PKC ζ nur in den äußersten embryonalen Peridermzellen gefunden 
wurde (Abb. 3.8 Z2). Das Expressionsmuster von PKC ι/λ und PKC ζ der Embryonalstadien 
E12.5 bis E16.5 ist in Tabelle 3.1 zusammengefasst.
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Abb. 3.8 Expression von PKC ι/λ und ζ am Embryonaltag E16.5.
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Abb. 3.8 Expression von PKC ι/λ und ζ am Embryonaltag E16.5. (A-D) Dunkelfeldphotos von E16.5 in situ
Hybridisierungen. PKC ι/λ ist weitläufig im gesamten Embryo exprimiert (A+C), während die PKC ζ-
Expression auf wenige Domänen beschränkt ist (B+D). Die weißen Balken markieren 4 mm. (E-Z2) 
Vergrößerungen ausgewählter Gewebe von angrenzenden Schnitten (bf, braunes Fettgewebe; bl, Blase; bre, 
Epithel des Bronchus; ce, Cerebellum; cp, Choroid plexus; di, Diencephalon; dwg, dorsale Wurzelganglien; ep, 
Epidermis; fo, Haarfollikel; in, Intestinum; ir, Iris; ko, kortikale Region der Niere; leb, leber; lg, Lunge; me, 
medulläre Region der Niere; mh, Mittelhirn; ms, Mantelschicht; nc, Neopallialer Kortex; ni, Niere; oe, 
olfaktorisches Epithel; po, Pons; rm, Rückenmark; rt, Rathke-Tasche; sa, Samenkanälchen; te, Testes; th, 
Thymus; tr, Trachea; ukd, Unterkieferdrüse; vz, ventrikuläre Zone des neopallialen Kortex). Hybridisierungen 
mit den entsprechenden Sense-Sonden zeigten keine detektierbaren Signale (Daten nicht gezeigt).
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Tab. 3.1 Überblick der aPKC Expression von E12.5 bis E16.5.
E12.5 E14.5 E16.5Stadium
Gewebe ι/λ ζ ι/λ ζ ι/λ ζ
Auge n.d. n.d. n.d. n.d. ++ - +++ (r) ++ (r)
Blase +++ (u) +++ (r) +++ (r), + (r) +++ (r) +++ (r), + (r) +++ (r)
Cerebellum n.v. n.v. +++ (u) – ++ (u) –
Choroid plexus +++ (u) +++ (u) +++ (u) +++ (u) + (u) +++ (u)
Diencephalon +++ (u) + (u) +++ (u) – ++ (u) –
Dorsale 
Wurzelganglien
+++ (u) (+) +++ (u) – +++ (u) –
Epidermis +++ (u) + +++ (u) – +++ (u) –
Herz +++ (u) + (u) ++ (u) + (u) ++ (u) + (u)
Intestinum +++ (u) +++ (r) +++ (u) +++ (r) ++ - +++ (r) +++ (r)
Knorpel-
vorläufer
+++ (u) + (u) +++ (u) – ++ (u) –




++ (u) + (u) + (u) –
Lunge +++ (u) +++ (r) +++ (u) ++ - +++ (r) +++ (u) +++ (r)
Medulla 
oblongata
+++ (u) + (u) +++ (u) – ++ (u) –
Mittelhirn +++ (u) + (u) +++ (u) – ++ (u) –
Neokortex ++ (u) + (u) +++ (u) – +++ (r) –
Olfaktorisches 
Epithel
+++ (u) +++ (u) +++ (u) +++ (u) +++ (u) +++ (u)
Ovar n.v. n. v. n.d. n.d. n.d. n.d.
Pankreas n.d. n.d. – – – –
Rathke-
Tasche
+++ (u) +++ (u) +++ (u) +++ (u) (+) +++ (u)
Rückenmark +++ (u) + (u) +++ (u) – ++ (u) –
Testes n v. n.v. n.d. n.d. +++ (u) +++ (r)
Thymus n.v. n.v. +++ (u) – +++ (u) –
Unterzungen-
drüse
n.v. n.v. +++ (u) – +++ (u) –
Die Markierungen indizieren starke (+++), mittlere (++), schwache (+) oder keine (–) Expression mit ubiquitärer




3.3 Untersuchungen zur phänotypischen Charkterisierung
der PKC ι/λ- defizienten Maus
Der Verlust des PKC ι/λ-Gens verursacht schwerwiegende Entwicklungsstörungen, die um 
den embryonalen Tag 8.5 herum zur Letalität der sich entwickelnden Maus führen (siehe 
Kapitel 1.1.2.2). Die aPKC-Defizienz bei Invertebraten, bei denen nur eine aPKC-Isoform 
bekannt ist, führt bei Coenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster aufgrund des 
Verlustes von Zellpolarität ebenfalls zu einer embryonalen Sterblichkeit während der frühen 
Entwicklungsstadien. Bei D. melanogaster wurde zudem gezeigt, dass in mutanten 
Embryonen keine Zonula adherens (adherens junctions bei Vertebraten) mehr im Epithel des 
Embryos gebildet werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden an die Untersuchungen zur 
Charakterisierung der im Labor Leitges generierten PKC ι/λ-defizienten Maus angeknüpft
(siehe Kapitel 1.1.2.2), indem E7.5-Embryonen phänotypisch untersucht wurden.
3.3.1 Morphologische Untersuchung des E7.5-Embryos
Die phänotypischen Unterschiede zwischen Wildtyp- und PKC ι/λ-defizienten Embryonen 
offenbarten sich bereits bei morphologischer Betrachtung des embryonalen Stadiums E7.5. In
Ganzpräparaten und auf mit Hämatoxylin/Eosin-gefärbten sagittalen Schnitten erschien der 
mutante Embryo aufgrund einer stark verkleinerten Amnionhöhle in seiner Größe reduziert
(Abb. 3.9 A und B). Ausschnittvergrößerungen offenbarten im Mutaten, dass eine epitheliale 
Struktur des embryonalen Ektoderms nicht mehr zu erkennen war, sondern die Zellen in 
einem übereinandergehäuften gelockerten Zellverband vorlagen. Im Vergleich dazu ist
ektodermale Epithel beim Wildtyp-Embryo einschichtig und im festen Zellverband 
organisiert (Abb. 3.9 C).
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Abb. 3.9 Morphologische Untersuchung des PKC ι/λ-defizienten E7.5-Embryos. Vergleichende 
Morphologie des Wildtyp- und mutanten Embryos in Ganzpräpartaten (A) und HE-gefärbten Sagittalschnitten 
(B). Im mutanten Embryo ist die Amnionhöhle in ihrer Größe stark reduziert. (C) In der Vergrößerung aus dem 
Bereich der in (B) markierten grauen Kästen ist im Wildtyp das als Einzelschicht vorliegende embryonale 
Ektoderm-Epithel im festen Zellverband zu sehen, das im Mutanten als Zellhaufen in gelockertem Zellverband
erkennbar ist. Abkürzungen: a, anterior; am, Amnion; ac, Amnionhöhle; coe, extraembryonales Coelom; d, 
dorsal; e, embryonales Ektoderm; ec, extraplazentale Höhle; en, embryonales Endoderm; HE, 
Hämatoxilin/Eosin-Färbung; m, embryonales Mesoderm; p, posterior; pl, Plazenta; v, ventral; wt, Wildtyp.
3.3.2 Untersuchungen zu Proliferation und Apoptose
Die postulierte Rolle von aPKCs in der Regulierung des Zellzyklus’ und dem Überleben der 
Zelle (Berra et al., 1995; Bjorkoy et al., 1997) deutete darauf hin, dass Veränderungen in der 
Proliferation oder apoptotische Prozesse für die Lethalität des PKC ι/λ-defizienten Embryos
verantwortlich sein könnten. Mit Hilfe immunhistochemischer Färbungen auf embryonalen
Paraffinschnitten wurden im mutanten E7.5-Embryo allerdings keine Abweichungen in der 


























Auch eine Untersuchung der apoptotischen Aktivität zu diesem Stadium über 
immunhistochemische Detektion von TdT (TUNEL-Nachweis) brachte keine weiteren 
Aufschlüsse. Beide Genotypen zeigten im gleichem Maße geringe Apoptose (Abb. 3.10 B).
Zusammengefasst erscheint es deshalb unwahrscheinlich, dass Veränderungen in der 
Proliferation oder apoptotische Prozesse eine Rolle für den letalen Phänotyp der PKC ι/λ-
Defizienz spielen.
Abb. 3.10 Analyse der Proliferation und Apoptose im PKC ι/λ-defizienten Embryo (E7.5).
Immunhistochemische Färbungen embryonaler Paraffinschnitte. (A) Der Verlust des PKC ι/λ-Gens hat keinen 
signifikanten Einfluss auf die Proliferationsfähigkeit im Embryo. Die Embryonen beider Genotypen zeigten in 
allen Zellen embryonalen Ekto- und Mesoderms eine Überlagerung der Signale (pinkfarben) für die blaue 
Färbung des Zellkerns und des roten Signals des verwendeten nukleären Zellproliferation-assoziierten Antigens 
(Ki-67). In der Negativkontrolle war in den embryonalen Regionen kein rotes Signal, sondern nur die blaue 
Färbung des Zellkerns detektierbar. (B) In der mit DNaseI behandelten Positivkontrolle waren alle Zellkerne des 























Apoptose-Marker (TdT) grün gefärbt. Im embryonalen Epithel des Wildtyp- und PKC ι/λ-defizienten Embryos 
war kein grünes Signal zu sehen. Nur in einigen Zellen im Bereich der Plazenta beider Genotypen wurden 
apoptotische Signale identifiziert (weiße Pfeile; blau, nukleäre Hoechst-Färbung; grün, TdT-Signal). 
Abkürzungen: am, Amnion; ac, Amnionhöhle; e, Ektoderm; Ki-67, nukleäres Zellproliferation-assoziiertes 
Antigen; m, Mesoderm; pl, Plazenta; TdT, terminale Desoxyribonukleotidyl-Transferase; wt, Wildtyp.
3.3.3 Elektronenmikroskopische Untersuchungen
Die sog. Zellpolarität spielt für die apiko-basale Orientierung von Epithelien sowie für die
zelluläre Integrität eine entscheidende Rolle. Maßgeblich daran beteiligt sind die das Lumen 
abgrenzenden apikal gelegenen tight junctions. Sie stellen u.a. eine Diffusionsbarriere dar und 
erlauben eine selektive parazelluläre Diffusion sowie eine beschränkte intramembrane 
Diffusion von Lipiden und Proteinen zwischen den apikalen und basalen Domänen.
Die verkleinerte Amnionhöhle und die ungeordnete übereinandergehäufte Struktur der 
Epithelzellen im PKC ι/λ-defizienten E7.5 Embryo ließen auf eine Veränderung in der 
Durchlässigkeit des Epithels schließen. In Zusammenarbeit mit Frau Dr. Gudrun Brandes 
(MHH, Abteilung Zellbiologie, Zentrum Anatomie) wurden daher E7.0 sowie E7.5-
Embryonen elektronenmikroskopisch untersucht. Die Morphologie im Wildtyp zeichnet sich 
aus durch ein einreihiges Ektoderm-Epithel, in dem die Zellen mit deutlich ausgeprägten 
adherens junctions miteinander verbunden sind. Lumenseitig stehen die Zellen über 
punktförmige tight junctions miteinander in Kontakt. Desmosomen werden auch in diesem 
Stadium schon ausgebildet (Abb. 3.11 A). Im PKC ι/λ-defizienten Embryo waren die 
Epithelzellen in einem ungeordneten Zellverband organisiert. Sie sind abgerundeter und 
besitzen einen zentralen Zellkern. Eine klare Abgrenzung der Zellen des Endo- von denen des 
Ektoderms war nicht zu erkennen. Adherens junctions, tight junctions sowie Desmosomen 
wurden nicht detektiert. (Abb. 3.11. B). Zur Bestimmung der Funktionalität der tight 
junctions wurde dem Epithel entweder von luminal oder basolateral Lanthan dem 
Fixierungsmittel zugesetzt. Damit die elektronendichte Substanz auch lumenseitig in das 
apikale embryonale Ektoderm gelangen konnte, wurde die Amnionhöhle mit einer 
Insulinnadel angeritzt. Im Wildtyp konnte gezeigt werden, dass das Lanthan durch die tight 
junctions an der Diffusion im parazellulären Raum gehindert wird (Abb. 3.11 C). Im 
mutanten Embryo diffundierte das Lanthan tiefer zwischen die Epithelzellen und bildete von 
außen nach innen einen gleichmäßigen Gradienten aus (Abb. 3.11 D). Zusammenfassend 
waren interzelluläre Kontakte und die selektive Barrierefunktion des embryonalen Epithels im 
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PKC ι/λ-defizienten Embryo nicht festzustellen. Adherens junctions, tight junctions und 
Desmosomen fehlten völlig.
Abb. 3.11 Elektronenmikroskopie der Zell-Zellkontakte im Ektoderm von Wildtyp und PKC ι/λ-
defizienten E7.5 Embryonen. (A) Im Wildtyp-Ektoderm kann der Schlussleistenkomplex aus tight junctions 
(tj), adherens junctions (aj) und Desmosomen (d) nachgewiesen werden, währenddessen das PKC-defiziente 
Epithel (B) einen Zellhaufen ausbildet und nirgendwo diese Zellkontakte aufweist. (C+D) Bei Diffusion des 
elektronendichten Lanthans von der apikalen Ektodermoberfläche aus ist ein Diffusionsstop im parazellulären 
Spalt nur der Wildtyp- (C), nicht jedoch bei den PKC ι/λ-defizienten Embryonen (D) zu beobachten (schwarze 
Pfeilspitzen). Die EM-Bilder wurden von Frau Dr. Gudrun Brandes (MHH, Abteilung Zellbiologie; Zentrum 




3.4 Generierung einer PKC ι/λ Knockout /PKC ζ-cDNA Knockin Maus 
(Rescue-Maus)
Aufgrund des Nachweises einer funktionellen Redundanz von aPKCs in Säugerepithelzellen
sowie aufgrund der Schwierigkeit, beide aPKC-Isoformen biochemisch zu unterscheiden
(Joberty et al., 2000; Lin et al., 2000; Suzuki et al., 2001), wurde die Hypothese aufgestellt,
dass funktionelle Unterschiede auf eine unterschiedliche Regulation der transkriptionellen 
Aktivität zurückzuführen sein könnten. Demnach wäre die embryonale Letalität der PKC ι/λ-
defizienten Maus, die auch bei aPKC-knockouts in Invertebraten beobachtet wurde, dadurch 
bedingt, dass PKC ζ aufgrund seiner fehlenden oder zu geringen Expression zu diesem 
Zeitpunkt der Embryonalentwicklung den Verlust des PKC ι/λ-Proteins nicht oder nur 
unzureichend kompensieren kann. Ob die in Säugerzellen beschriebene Redundanz auch in 
der Embryogenese vorliegt, sollte geprüft werden, indem eine Mauslinie generiert wurde, bei 
der die PKC ζ-cDNA in den PKC ι/λ-Locus integriert und damit unter die Regulation durch 
den endogenen PKC ι/λ-Promotor gestellt wurde (PKC ι/λ knockout / PKC ζ knockin).
3.4.1 Klonierung der Targeting-Vektoren
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Targeting-Vektoren generiert. Beiden Vektoren ist 
gemein, dass ein Teil des PKC ι/λ-Gens zu Beginn des zweiten Exons deletiert und durch die 
cDNA von PKC ζ im fortlaufenden Leserahmen ersetzt wurde und so die PKC ζ-cDNA unter 
die Kontrolle des endogenen PKC ι/λ-Promotors gestellt wurde. Die Unterschiede der beiden 
Targeting-Vektoren bestehen darin, dass der Vektor TV/tag im Anschluss an die PKC ζ-
cDNA die 3’ untranslatierte Region des PKC ι/λ-Locus enthielt (3’UTRi), um die 
Prozessierung der mRNA vom Zellkern in das Zytoplasma ebenfalls über die Regulation im 
PKC ι/λ-Lokus sicherzustellen. Für die Identifizierung des chimären PKC ι/λ-ζ-
Fusionsproteins enthielt dieser Targeting-Vektor zusätzlich einen 6-fach Histidin-Marker
direkt vor dem Stopcodon der PKC ζ-cDNA (Abb. 3.13 A). Der als TV/GFP bezeichnete 
Targeting-Vektor enthielt anstelle der 3’UTRi ein als IRES-EGFP bezeichnetes Motiv
(Internal Ribosomal Entry Site-Enhanced Green Fluorescent Protein), um die Lokalisation des 
exprimierten Proteins anhand der GFP-Fluoreszenz detektieren zu können. Ein 6x-Histidin-
Marker wurde in diesem Konstrukt nicht verwendet (Abb. 3.13 B).
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Als Ausgangskonstrukt für beide Vektoren diente ein von M. Leitges bereitgestelltes Plasmid, 
das ein 10530 bp umfassendes, mit EcoRI/KpnI kloniertes, genomisches DNA-Fragment mit 
dem Exon 2 und den flankierenden Intronsequenzen von PKC ι/λ enthielt. Für die 
Verwendung als Basisplasmid für die Targeting-Konstrukte wurde das zweite Exon mit 
kürzeren Sequenzarmen über einen SpeI-Restriktionsverdau herausgeschnitten und in den 
Vektor pBluescript subkloniert. Zunächst wurden die für die Klonierungsstrategie störenden 
Restriktionsschnittstellen für SalI und SmaI im Polylinker der Vektors zerstört und 
anschließend im Exon 2 des PKC ι/λ-Gens durch Mutagenisierung eine SalI-Schnittstelle 
(entspricht Position 199-204 der PKC ι/λ cCNA lt. NCBI Datenbank; NM_008857) 
eingeführt. Dadurch wurde im für die Genfusion relevanten Bereich die Aminosäure Isoleucin 
an Position 29 zu Methionin mutiert (siehe Abb. 3.12). Der genomische Bereich downstream
dieser Schnittstelle wurde bis hinter die Spleiß-Akzeptor-Stelle des Intron 2 über einen 
SalI/BglII-Verdau deletiert und durch ein synthetisches Adapterfragment ersetzt. Die in dem 
Adapter enthaltenen Restriktionsschnittstellen SalI, SmaI und BglII dienten als Grundlage für 
die weiteren Klonierungsprozesse. Durch Mutagenisierungen an der PKC ζ-cDNA wurden 
Restriktionsschnittstellen für SalI und SmaI eingeführt und die Klonierung der PKC ζ-cDNA 
über diese Schnittstellen an das zum großen Teil deletierte zweite Exon von PKC ι/λ
ermöglicht. Die eingeführte SalI-Schnittstelle in der PKC ζ-cDNA bewirkte eine Inversion
der beiden Aminosäuren Threonin und Serin an den Positionen 28 und 29. Der Austausch von 
Isoleucin zu Methionin an Position 27 bleibt ohne Folgen für das Fusionsprotein, da diese 
Aminosäure upstream vom Fusionsbereich ist (siehe Abb. 3.12).
Abb. 3.12 Veränderungen der Aminosäuresequenz im Bereich des PKC ι/λ und ζ- Genfusion. Die 
Einführung der SalI-Schnittstelle (fett gedruckt), die den Leserahmen unbeeinflusst ließ, bewirkte den Austausch
einer Aminosäure der 5’-gelegenen PKC ι/λ-Sequenz sowie zweier Aminosäuren in der 3’-gelegenen PKC ζ-
Sequenz des chimären Fusionsproteins (rote Pfeile markieren die Sequenzbereiche der Fusion). Abkürzungen:
AS, Aminosäuresequenz; I, Isoleucin; M, Methionin; S, Serin; T, Threonin.
GGATATTATGATAACACACTTT
D I M I T H F
GGATATTATGATGTCGACCTTT
D I M  M  S T F
GGACATCCTGATTACCAGCGTG
D I L I T S V 
GGACATCCTGATGTCGACCGTG
D I L  M  S T V
PKC ι/λ PKC ζ
nativ
SalI
I -> M (Position 29) T -> S (Position 28)












Für die Generierung des Targeting-Vektors TV/tag erfolgte die anschließende Klonierung des 
3’UTRi über BglII/SmaI-Restriktionsschnittstellen, die ebenfalls über Mutagenisierungen in 
der 3’UTR von PKC ι/λ eingeführt worden waren. Die Fertigstellung des Targeting-
Konstrukts für TV/tag wurde mit der BamHI/BglII-Klonierung der Neomycin-
Resistenzkassette im Anschluss an die 3’UTRi abgeschlossen (Abb. 3.13).
Im Falle des Targeting-Vektors TV/GFP wurde hinter die PKC ζ-cDNA das IRES-EGFP-
Fragment über SmaI-Restriktion eingeführt und ebenso wie bei TV/tag die Neomycin-
Resistenzkassette über eine BamHI/BglII-Klonierung angefügt (Abb. 3.13).
Abschließend erfolgte die Klonierung der beiden Targeting-Konstrukte in den Vektor 
piotaEco11/-1.2SpeΔKpn. Es handelt sich hierbei um das zu Beginn dargestellte Plasmid, 
wobei hier das native SpeI-Fragment des PKC ι/λ-Locus’ herausgeschnitten worden war. 
Über die SpeI-Schnittstelle wurden nun die jeweiligen Targeting-Konstrukte aus dem 
Basisplasmid einkloniert. Außerhalb des SpeI-Fragmentes enthält dieses Plasmid die 
5’gelegenen 5330 bp umfassenden und die 3’ gelegenen 4012 bp großen Intronsequenzen, die 
als Homologiesequenzen für eine erfolgreiche homologe Rekombination im PKC ι/λ-Locus 
benötigt werden. Die korrekte Klonierung der beiden Targeting-Verktoren wurde vor der 
Transfektion in ES-Zellen anhand mehrfacher Restriktionsanalysen kontrolliert sowie 
sämtliche DNA-Bereiche (mit Ausnahme der Neomycin-Resistenzkassette) über 
Sequenzierung überprüft.
Eine schematische Übersicht der linearisierten Targeting-Vektoren und des genomischen 
Bereiches ist in Abb. 3.13 dargestellt.
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Abb. 3.13 Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie. Die dicken Linien stellen den Bereich der 
EcoRI/KpnI klonierten Targeting-Vektoren dar. Die gelben Kästen entsprechen dem 2. Exon im PKC ι/λ-Locus 
bzw. der 3’UTR im Targeting-Vektor TV/tag. Nach der Deletion im Exon 2 von PKC ι/λ wurden in beiden 
Targeting-Konstrukten die PKC ζ-cDNA (blauer Kasten) in frame kloniert. Anstelle der 3’UTR wurde im 
Targeting-Vektor TV/GFP ein IRES-EGFP Motiv (grüner Kasten) eingefügt, das mit der PKC ι/λ-ζ Sequenz ein 
bicistronisches Reporterkonstrukt darstellt, das in der Lage ist, in Zellen die chimäre PKC ι/λ-ζ Expression unter 
der Kontrolle des PKC ι/λ-Promotors über die grüne GFP-Fluoreszenz indirekt zu lokalisieren. Beide Targeting-
Vektoren enthalten zur positiven Selektion transfizierter ES-Zellen eine von loxP Sequenzen flankierte
Neomycin-Resistenzkassette (roter Kasten). Abkürzungen: B, BamHI; Bg, BglII; E, EcoRI; H, HindIII; K, KpnI; 
































3.4.2 Etablierung und Analyse der 4 ES-Zell-Linien mit zielgerichtetem Rescue-Allel
Für die Transfektion der Targeting-Vektoren in murine embryonale Stammzellen wurden 
zwei unterschiedliche ES-Zell-Linien verwendet. Bei der ersten Zell-Linie handelt es sich um
von aus 129/Sv x 129/Sv-CP hervorgegangenen Blastozysten abgeleitete RI-Wildtyp-ES-
Zellen (PKC ι/λ+/+). Als zweite Zell-Linie wurden E14 ES-Zellen verwendet, die nahezu 
isogen mit dem genomischen Hintergrund von 129 SvJ Mäusen sind. Letztgenannte ES-Zell-
Linie ist heterozygot für eine EcoRV/BglII-Deletion im PKC ι/λ-Locus, was durch den 
Verlust des zweiten Exons eine PKC ι/λ-Defizienz in diesem Allel (PKC ι/λ+/ιΔ) zu Folge hat
(Bandyopadhyay et al., 2004).
Insgesamt wurden so vier ES-Zell-Linien mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund 
etabliert. Durch die Transfektion mit je einem der beiden linearisierten Targeting Vektoren in
PKC ι/λ+/+ ES-Zellen wurden zwei ES-Zell-Linien generiert, die heterozygot für das Rescue 
Allel (PKC ι/λ+/rescue) waren. Diese enthielten in Abhängigkeit von den transfizierten 
Targeting Vektoren die Bezeichnung  +/rescue_tag (für TV/tag) bzw. +/rescue_GFP (für 
TV/GFP).
Die beiden weiteren ES-Zell-Linien gingen aus der Transfektion der ES-Zell-Linie PKC 
ι/λ+/ιΔ mit den beiden Targeting-Vektoren hervor. Ziel war es, ES-Zell-Klone zu 
identifizieren, die auf beiden Allelen defizient für PKC ι/λ sind, wobei ein Allel das Rescue-
Allel darstellt. Um dies zu gewährleisten, musste der jeweilige Targeting-Vektor in das 
Wildtyp-Allel homolog rekombiniert werden. Diese ES-Zell-Linien wurden als ιΔ/rescue_tag
(für TV/tag) bzw. ιΔ/rescue_GFP für (für TV/GFP) bezeichnet.
Stabil transfizierte ES-Zellen wurden in Gegenwart von G418 selektiert, in 96 Well-
Kulturschalen vereinzelt und mittels Southern Blot-Hybridisierung analysiert. Bei erfolgter 
homologer Rekombination konnte das mutante Allel anhand eines Restriktions-
Fragmentlängen-Polymorphismus (RFLP) identifiziert werden. Die zu erwartenden 
Fragmentlängen für den PKC ι/λ-Wildtyp-Locus wurden den Sequenzen der Celera-
Datenbank entnommen. Für die Rescue-Allele der vier verschiedenen ES-Zell-Linien ergaben 
sich die im folgenden dargestellten unterschiedlichen RFLPs.
Für die Etablierung der ES-Zell-Linie +/rescue_tag wurde die DNA nach einem EcoRI-
Verdau mit einer außerhalb des Targeting-Vektors gelegenen 3’-Sonde (3’Kpn probe)
hybridisiert. Im mutanten Rescue-Allel verkleinerte sich das Wildtypfragment durch die
zusätzliche Restrikionsschnittstelle am Ende der Neomycin-Resistenzkassette von 10,936 kb
auf 5,125 kb (Tab. 3.2 und Abb. 3.14). Insgesamt konnte obiger RFLP in transfizierten ES-
Zell-Klonen mit einer Frequenz von 1:3 nachgewiesen werden. Für eine weitere 
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Charakterisierung wurden 13 Klone expandiert, wobei hier exemplarisch nur die beiden ES-
Zell-Klone (Nr. 7 und 9) dargestellt sind, die für die Etablierung der mutanten Mauslinie mit 
dem Rescue-Allel verwendet wurden. Um die Integrität des 5’-Bereichs der rekombinierenden 
Arme zu überprüfen, wurde der RFLP nach BglII-Verdau mit einer 5’Hind-Sonde (5’Hind) 
überprüft. Durch das Fehlen einer BglII-Schnittstelle wurde für das Recue Allel ein Fragment 
von 15,280 kb im Vergleich zu dem 8,406 kb großen Fragment für das Wildtyp Allel 
erwartet. Als interne Kontrolle diente nach einem BamHI-Verdau eine Sonde (Neo) zur 
Identifizierung des Neomycin-Resistenzgens, um mehrfache Integrationen sichtbar zu 
machen. Hierbei wurde ein Fragment in der Größe von 4,845 kb identifiziert und bestätigte 
bei den dargestellten Klonen Nr. 7 und 9 die gezielte Mutation im PKC ι/λ-Locus (Tab. 3.2
und Abb. 3.14).
Zur Charakterisierung der anderen ES-Zell-Linien wurden die gleichen Sonden und RFLPs 
verwendet. Für die Etablierung der ES-Zell-Linie ιΔ/rescue_tag wurde der korrekte RFLP
EcoRI mit einer Häufigkeit von 1:20 identifiziert. Bei den selektierten Klonen Nr. 85 und 92 
wurden die gewünschten Fragmente in der Größe von 3,230 kb für das PKC ι/λ-defiziente 
Allel und 5,125 kb für das Rescue-Allel detektiert. Somit waren diese positiven Klone auf 
beiden Allelen defizient für PKC ι/λ. Im Gegensatz dazu wurde bei den Klonen Nr. 27 und 45
der Targeting-Vektor TV/tag in das PKC ι/λ-defiziente Allel homolog rekombiniert, so dass 
diese Klone neben dem Rescue-Allel noch das Wildtyp-Allel enthielten und für die 
Etablierung dieser ES-Zell-Linie nicht in Frage kamen. Die Überprüfung aller vier Klone 
durch den RFLP nach BglII-Verdau mit den erwarteten Fragmentgrößen von 15,280 kb für 
das Rescue-Allel und 10,375 für das PKC ι/λ-defiziente Allel bestätigte dieses Ergebnis. Das 
im Vergleich zum Wildtyp-Allel (8,406 kb) größere Fragment für die PKC ι/λ-Defizienz 
(10,375 kb) im BglII-Verdau resultiert aus dem Verlust einer BglII-Schnittstelle, so dass eine 
weiter 3’ lokalisierte BglII-Stelle für die Fragmentgröße verantwortlich war. Bei allen 
dargestellten Klonen dieser ES-Zell-Linie wurde der Targeting-Vektor nur einmal integriert, 
was durch das 4,845 kb große Fragment mit Hilfe der internen Neo-Sonde sichtbar gemacht 
werden konnte (Tab. 3.2 und Abb. 3.15).
Für die Etablierung der ES-Zell-Linie +/rescue_GFP wurde der Targeting-Vektor TV/GFP 
mit einer Frequenz von 1:3 homolog rekombiniert. Bei allen exemplarisch dargestellten 
Klonen Nr. 3, 8, 10, 14 und 29 (Abb. 3.15) konnten die beiden RFLPs nach EcoRI- und BglII-
Verdau korrekt nachgewiesen werden. Allerdings betrug die errechnete Fragmentgröße für 
das Rescue-Allel im EcoRI-Verdau durch das im Vergleich zur 3’UTR von PKC ι/λ kleinere 
IRES-EGFP-Motiv im Targeting-Vektor TV/GFP in diesem Fall 14,358 kb (Tab. 3.2 und
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Abb. 3.15), wobei der Größenunterschied von 922 bp durch die schwierigere Separierung
großer Fragmente im Agarosegel nicht unmittelbar im Blot abgebildet werden konnte. Die 
Überprüfung mit der internen Sonde ergab für den Klon Nr. 3 ein multiples Bandenmuster, so 
dass dieser Klon für die Etablierung dieser ES-Zell-Linie nicht verwendet wurde. Alle 
anderen Klone zeigten nur ein Fragment mit einer Größe von 3,718 kb (Tab. 3.2 und Abb. 
3.15).
Bei der ES-Zell-Linie ιΔ/rescue_GFP wurde der Targeting-Vektor TV/GFP mit einer 
Häufigkeit von 1:20 integriert. Von den beispielhaft dargestellten Klonen wiesen nur die 
Klone Nr. 22 und 27 für das Rescue- wie für das PKC ι/λ-defiziente Allel die erwarteten 
RFLPs auf. Klon Nr. 41 kam aufgrund der nicht gewünschten Rekombination des Targeting-
Vektors in das PKC ι/λ-defiziente Allel für diese ES-Zell-Linie nicht in Frage. Bei Klon Nr. 
11 fand kein Rekombinationsereignis im PKC ι/λ-Locus statt, jedoch waren über den 
Nachweis mit der internen Sonde Mehrfachintegrationen an weiteren Positionen des Genoms 
erkennbar (Tab. 3.2 und Abb. 3.15). 
Tab. 3.2 Beschreibung der vier generierten ES-Zell-Linien und ihrer RFLPs in der Southern-Analyse.
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Abb. 3.14 Schematische Darstellung der Southern Blot-Analyse der vier ES-Zell-Linien. Das Wildtyp-Allel 
sowie die beiden mutanten Allele sind wie in Abb. 3.13 skizziert. Zusätzlich sind die RFLPs für das PKC ι/λ-
defiziente Allel (iota del) beschrieben. Die hellgrün unterlegten Bereiche kennzeichnen die 
Hybridisierungsregionen der jeweiligen Sonden. Abkürzungen: B, BamHI; Bg, BglII; E, EcoRI; H, HindIII; K, 
KpnI; RV, EcoRV; Sp, SpeI.
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Abb. 3.15 Southern Blot Analyse von ES-Zell-Klonen. Für die Überprüfung der korrekten Integration der
jeweiligen Targeting-Vektoren wurde die DNA von stabil transfizierten ES-Zell-Klonen mit den Enzymen 
EcoRI, BglII oder BamHI verdaut, gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf einer Nylonmembran immobilisiert und 
mit den Sonden 3’, 5’ und Neo hybridisiert. Die resultierenden Banden korrespondieren mit den in Tabelle 3.2
und Abb. 3.13 dargestellten Fragmentgrößen für die verschiedenen ES-Zell-Linien. Die positiven Klone mit 
korrektem Bandenmuster aus jeder Zell-Linie sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Abkürzungen: ι∆, PKC 
ι/λ-defizientes Allel; M, Marker; res, rescue-Allel; res/GFP, Fragmentgröße bei der Verwendung der internen 
Neo-Sonde für den Targeting-Vektor TV/GFP; res/tag, Fragmentgröße bei der Verwendung der internen Neo-
Sonde für den Targeting-Vektor TV/tag; wt, Wildtyp-Allel.
Zum Nachweis der Expression des chimären PKCι/ζ-Proteins wurden Extrakte ausgewählter 
Klone, die mit dem Targeting Vektor TV/tag transfiziert worden waren, durch eine Western-
Analyse mit einem Antikörper gegen den eingeführten 6-fach Histidin-Marker überprüft. Bei 
allen getesteten Klonen beider Zell-Linien, Nr. 7 und 9 der ES-Zell-Linie +/rescue_tag und 
Nr. 27, 45, 85 und 92 der ES-Zell-Linie ιΔ/rescue_tag, wurde ein Protein mit dem erwarteten
Molekulargewicht von ca. 70 kDa nachgewiesen. Als Negativkontolle dienten Proteinextrakte 
der ES-Zell-Linie RI und I5 (Wildtyp), sowie II36 (PKCι/λ-/-), in denen keine Signale zu 
detektieren waren. Zur Verifizierung der korrekten Laufhöhe des chimären PKCι/λ-ζ Proteins 
im Blot wurden bei allen Zell-Klonen durch Verwendung eines Antikörpers, der beide aPKC
Isoformen erkennt, Signale in Höhe des putativen Molekulargewichts zwischen 67,2 (PKCι)
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Abb. 3.16 Expression des chimären PKC ι/λ-ζ-Proteins in Klonen der ES-Zell-Linien +/rescue_tag und 
ιΔ/rescue_tag. (A) Über den 6-fach Histidin-tag konnte das Protein (68,5 kDa) in allen rekombinanten ES-Zell-
Klonen nachgewiesen werden. Die im Southern Blot positiv selektierten Klone sind mit einem Stern (*) 
markiert. Bei den Klonen Nr. 27 und 45 war die Integration des Targeting-Vektors TV/tag unerwünschterweise 
in das PKC ι/λ-defiziente Allel erfolgt, was die Proteinexpression nicht beeinflusste. Als Negativ-Kontrollen
wurden zwei Wildtyp-ES-Zell-Linien (RI und I5) und eine PKC ι/λ-defizientes Zell-Linie (II36) verwendet. Die 
Banden bei 60 und 80 kDa stellen unspezifische Signale in ES-Zell-Proteinextrakten dar. (B) In allen 
dargestellten ES-Zell-Klonen wurden mit Hilfe eines Antikörpers, der beide aPKC-Isoformen erkennt, Signale
identifiziert (67,2-67,7 kDa), was zur Verifizierung der korrekten Laufhöhe des chimären PKC ι/λ-ζ-Proteins 
herangezogen wurde. Abkürzungen: α-aPKC, Antikörper gegen beide aPKC-Isoformen; α-His, Antikörper gegen 
den 6-fach Histidi-tag im Targeting-Vektor TV/tag.
Die Proteinexpression der mit dem Targeting-Vektor TV/GFP transfizierten ES-Zell-Klone
konnte indirekt anhand der GFP-Fluoreszenz nachgewiesen werden. Am Beispiel von Klon 
Nr. 10 der ES-Zell-Linie +/rescue_GFP konnte nach dem Expandieren der Zellen auf 
Glasplatten die grüne Floureszenz im zellulären Zytoplasma sichtbar gemacht werden (Abb. 
3.17).
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Abb. 3.17 Expression des chimären PKC ι/λ-ζ-Proteins der ES-Zell-Linie +/rescue_GFP. Der 
Proteinnachweis erfolgte indirekt über die zytoplasmatische GFP-Fluoreszenz des im Anschluss an das PKC ι/λ-
ζ-Fusionsgen klonierten GFP-Gens im Targeting-Vektor TV/GFP. Abkürzung: GFP, grünes fluoreszierendes 
Protein.
3.4.3 Etablierung und Zucht der mutanten Mauslinie
Die Blastozysteninjektion mit den ES-Zell-Klonen Nr. 7 und 9 der generierten ES-Zell-Linie 
+/rescue_tag und die Gewinnung chimärer Tiere wurde nach Standardprotokollen am Max-
Planck-Institut für biophysikalische Chemie in Göttingen durchgeführt (Robertson, 1987; 
Tesar, 2005). Bei insgesamt drei chimären Männchen, die mit Wildtyp-C57BL/6J-Weibchen 
verpaart wurden, konnte eine Keimbahntransmission mit der gezielten Mutation
nachgewiesen werden. Nachkommen mit durchgehend rotbrauner Fellfarbe wurden mittels 
PCR genotypisiert. Für insgesamt 17 heterozygote Nachkommen wurde die Transmission
über eine Southern Blot-Analyse verifiziert (Daten nicht gezeigt), die wie für die 
Charakterisierung der ES-Zell-Linien beschrieben durchgeführt wurde (Kapitel 3.4.2). Die 
heterozygoten Tiere aus der Filialgeneration wurden als Gründertiere (Founder) für die 
weitere Zucht und die nachfolgenden Experimente verwendet.
Zusätzlich wurde eine Mauslinie generiert, bei der die Neomycinresistenz-Kassette aus dem 
mutanten Allel über die Kreuzung mit einem konstitutiv Cre-Rekombinase exprimierenden 
C57BL/6-Weibchen (Deleter) entfernt wurde. Anschließend wurde das Cre-Gen durch 
Verpaarung mit für das Cre-Gen heterozygoten Tieren wieder ausgekreuzt. Mit dieser 






3.5 Untersuchung des Phänotyps der PKC ι/λ Knockout /PKC ζ cDNA 
Knockin-Maus (Rescue-Maus)
3.5.1 Untersuchungen während der Embryogenese
Um zu überprüfen, ob die beiden atypischen PKCs während der Embryogenese funktionell
redundant sind und so der embryonal letale Phänotyp der PKC ι/λ-defizienten Maus durch die 
Insertion des PKC ζ-Gens kompensiert werden kann, wurden Embryonen verschiedener
Embryonalstadien präpariert, die aus Heterozygotenverpaarungen hervorgegangen waren. Die 
Genotypen wurden mittels PCR bestimmt und morphologisch analysiert.
Bei allen für das Rescue-Allel homozygoten Embryonen an dem für die PKC ι/λ-Defizienz
kritischen Embryonaltag E7.5 wurde im Vergleich zu den Wildtyp- und heterozygoten 
Embryonen eine normale Morphologie des äußerlich sichtbaren Phänotyps beobachtet. Diese 
Beobachtung wiederholte sich in den Stadien E8.5, E10.5, E14.5 und E18.5. Eine statistische 
Auswertung der Genotyp-Verteilung ergab keine signifikanten Abweichungen von der 
erwarteten Verteilung (1:2:1) über die gesamte Embryogenese (Tab. 3.3). Die Rescue-Maus 
ist somit embryonal überlebensfähig.
Tab. 3.3 Genotypen-Häufigkeiten embryonaler Nachkommen aus Heterozygotenverpaarungen der 
Rescue-Maus.
E-Stadium Gesamt (%) Wildtyp (%) res hetero (%) res homo  (%)
E7.5 47 (100) 8 (17) 28 (59.6) 11 (23.4)
E8.5 11 (100) 1 (9.1) 7 (63.6) 3 (27.3)
E10.5 8 (100) 2 (25) 4 (50) 2 (25)
E14.5 77 (100) 18 (23.4) 42 (54.5) 17 (22.1)
E18.5 26 (100) 9 (34.6) 9 (34.6) 8 (30.8)
3.5.2 Statistische Verteilung bei juvenilen Nachkommen 
Für die statistische Analyse der Genotypenverteilung nach der Geburt wurden Nachkommen 
aus Heterozygotenverpaarungen im Alter von 4 Wochen genotypisiert. Von insgesamt 387
untersuchten Tieren wurden 63,3 % heterozygote (245) und 35,7 % Wildtyp-Tiere (138) 
identifiziert. Nur vier homozygote Tiere konnten identifiziert werden (1%). Ein Männchen 
mit äußerlich unauffälligem Phänotyp starb am postnatalen Tag P32. Ein im Phänotyp normal 
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erscheinendes weibliches Tier verstarb im Alter von 14 Wochen ebenfalls aus ungeklärter 
Ursache.
Ein weiteres, in dieser Statistik nicht aufgeführtes homozygotes weibliches Tier starb 3 
Wochen nach der Geburt (P20). Es wirkte schwach, war im Gegensatz zum Wildtyp deutlich 
kleiner und hatte eine Vergrößerung der frontalen Schädelregion. Neben der generellen 
Bewegungsarmut, die auch auf eventuelle Schmerzen hindeutete, wurden Anomalien in der 
Motorik festgestellt. Im Vergleich zu der gegengleichen Fortbwegungsart der Vorder- und 
Hinterläufe beim Wildtyp stellte das homzygote Tier zuerst die Vorderläufe parallel auf und 
nachfolgend die Hinterläufe (hüpfend). Zusätzlich konnten die Zehen nicht vollständig 
ausgestreckt werden.
3.5.3 Analyse der neonatalen Nachkommen
Bei insgesamt 32 untersuchten neugeborenen Mäusen wurden gemäß der Mendelschen 
Verteilung 50 % heterozygote (16), 28 % Wildtyp- (9) und 22 % homozygote Tiere (7) 
festgestellt. Aufgrund der geringen Überlebensrate bei den juvenilen Nachkommen wurde die 
Überlebenszeit von 13 Neugeborenen zweier Würfe über einen Zeitraum von 38,5 h postnatal
per Videokamera überwacht. Alle Tiere lebten zunächst, wurden von den Müttern gesäugt
und ließen keine äußerlich sichtbaren Anomalien erkennen. Alle Wildtyp- und heterozygoten 
Nachkommen überlebten den Beobachtungszeitraum, während alle (fünf) homozygoten 
Nachkommen innerhalb von 38,5 h gestorben waren (nach 2,5; 7; 23; 32 und 38,5 h) (Abb. 
3.18). Die mittlere Überlebenszeit betrug 23 h.
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Abb. 3.18 Überlebenskurve zweier Würfe doppelt-heterozygoter Verpaarungen. Während alle Wildtyp-
und heterozygoten Nachkommen überlebten, starben alle 5 homozygoten Neugeborenen innerhalb der ersten 2 
Lebenstage. Die mittlere Überlebenszeit betrug dabei 23 h.
3.5.4 Anomalien bei adulten Homozygoten
Nur zwei homozygote, in der phänotypischen Erscheinung zunächst völlig normale, Tiere (ein 
Männchen und ein Weibchen) erreichten das fortpflanzungsfähige Alter. Im Alter von vier 
Wochen zeigten sie ein normales Fress- und Sozialverhalten. Bereits im Alter von 9 Wochen 
postnatal wurde eine Veränderung im Bewegungsablauf beobachtet. Im Fußabdruck-Test 
konnte neben der normalen Fortbewegungsart, bei der die Vorder- und Hinterläufe
gegengleich aufgestellt werden, erste Anzeichen einer hüpfenden Laufbewegung festgestellt 
werden (s.o.). Im Alter von 6 bis 7 Monaten wurden jeweils die Vorder- und Hinterläufe 
ausschließlich parallel aufgesetzt (Abb. 3. 19 und 3.20). Dies ging in zunehmendem Maße mit 
einem generellen Mangel an Bewegung einher. Das Weibchen war fertil und hat in der 
Verpaarung mit einem heterozygoten Männchen insgesamt 3 Würfe mit jeweils drei 
Nachkommen hervorgebracht. Aussagen über diese Nachkommen und ihren Genotyp konnten 
nicht gemacht werden, da die Neugeborenen kurz nach der Geburt starben. Das mit 
heterozygoten Weibchen verpaarte Männchen hat keine Nachkommen gezeugt. Sein 
Fertilitätsstatus ist nicht geklärt.
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Abb. 3.19 Fußabdrücke der beiden homozygoten adulten Nachkommen im Vergleich zu Wildtyp-
Geschwistern. Bei den Wildtyp-Tieren (♂ und ÷) wurden beim Laufen die Vorder- und Hinterläufe gegengleich 
aufgestellt. Beim homozygoten Männchen (28 Wochen alt) war die abnorme Laufbewegung voll entwickelt. Die 
Vorder- und Hinterläufe wurden parallel aufgesetzt bzw. nachgestellt. Das 9 Wochen alte Weibchen wies sowohl 
die normale als auch die abnorme Fortbewegungsart auf, die sich später aber voll manifestierte.
Abb. 3.20 Schematische Darstellung der Fußabdrücke adulter Tiere. Die Nummern kennzeichnen die 
Reihenfolge der aufgesetzten Vorder- bzw. Hinterläufe.
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Obwohl die beiden atypischen Protein Kinase C-Isoformen PKC ι/λ und ζ an einer Vielzahl 
biologischer Prozesse beteiligt sind, existieren nur unzureichende Kenntnisse hinsichtlich 
ihrer spezifischen in vivo-Funktionen. Erste Hinweise auf spezifische Funktionen wurden
durch die Generierung von aPKC-knockout-Mäusen erbracht, die zu deutlich 
unterschiedlichen Phänotypen führten (Leitges et al., 2001; Bandyopadhyay et al., 2004; 
Soloff et al., 2004). Auf der anderen Seite konnten den strukturell sehr homologen aPKC-
Isoformen bislang keine Unterschiede in ihren biochemischen Eigenschaften nachgewiesen 
werden (Überall et al., 1999; Diaz-Meco and Moscat, 2001). Darüber hinaus deuten 
zahlreiche Überexpressionsstudien in Säugerzellen darauf hin, dass beide aPKC-Isoformen
sich insbesondere bei der Regulierung der epithelalen Zellpolarität gegenseitig funktionell 
substituieren können (Tabuse et al., 1998; Yamanaka et al., 2003). Im lebenden Organismus 
setzt diese funktionelle Redundanz allerdings voraus, dass beide Isoformen im gleichen
Gewebetyp exprimiert sind.
Um Kenntnisse hinsichtlich ihres möglichen Zusammenwirkens innerhalb eines bestimmten 
Zell- oder Gewebetyps in vivo zu erhalten, wurde die spatio-temporale Expression der aPKC-
Isoformen während der Embryonalentwicklung der Maus untersucht. Nach Untersuchungen 
zur Charakterisierung des embryonal letalen Phänotyps der PKC ι/λ-defizienten Maus konnte
über die Analyse der generierten PKC ι/λ knockout /PKC ζ-cDNA knockin -Mauslinie gezeigt 
werden, dass die embryonale Sterblichkeit in der PKC ι/λ-Defizienz durch das funktionell-
redundante Zusammenwirken der aPKC-Isoformen aufgehoben werden kann.
4.1 Die Expression von PKC ι/λ und ζ in der Embryogenese der Maus
Die Analyse der Expression hat gezeigt, dass beide aPKC-Isoformen ein sehr 
unterschiedliches spatio-temporales Expressiosprofil während der Embryogenese der Maus
aufweisen. Bemerkenswert dabei ist, dass sich das bei beiden Isoformen in den frühen 
Embryonalstadien festgestellte ubiquitäre Expressionsmuster um den Embryonaltag 12.5 in 
ein sehr differenziertes, aber komplexes Expressionsprofil übergeht. Dabei ist festzustellen, 
dass PKC ι/λ während der gesamten Embryonalentwicklung die vorherrschend exprimierte 
aPKC-Isoform darstellt, während die Transkription von PKC ζ im Vergleich zu PKC ι/λ an 
allen untersuchten Embryonalstadien schwächer ausfällt.
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PKC ι/λ und PKC ζ verfügen in den frühen Stadien E7.5 bis E10.5 über ein überlappendes 
Expressionsprofil, wobei beide Gene ubiquitär in allen Epithelien und Gewebetypen des sich 
entwickelnden Embryos exprimiert sind. Dabei wurde die über quantitative PCR ermittelte 
äußerst schwache PKC ζ-Expression auch auf Translationsebene durch Western Blot-Analyse
mit spezifischen Antikörpern gegen PKC ι/λ und ζ an den Embryonalstadien E8.5 und 9.5 
bestätigt (Kapitel 3.2.1). In den späteren Stadien, von E12.5 bis E16.5, bleibt PKC ι/λ
ebenfalls stark exprimiert, jedoch nimmt die mRNA-Gesamtkonzentration ab, wobei die 
Expression in bestimmten Gewebetypen eindeutiger abgegrenzt werden kann. Ab E12.5 wird 
die PKC ζ-Expression sehr spezifisch mit einer ausgeprägten Regionalisierung im Gehirn und 
Körper des Embryos. Die Unterscheidung spezifischer Expressionsdomänen wurde besonders 
am Embryonaltag E16.5 deutlich. Während PKC ι/λ weitläufig exprimiert ist, existiert eine 
transkriptionelle PKC ζ-Aktivität nur im olfaktorischen Epithel, in der Hypophyse, im 
Choroid plexus, in der Lunge, in den medullären Regionen der Niere und im Epithel des 
Darms. Im Gegesatz dazu ist PKC ι/λ weder im Choroid plexus noch in der Hypophyse 
exprimiert. Eine epidermale Expression wurde nur für PKC ι/λ gefunden (siehe Kapitel 3.2.4).
Passend dazu konnte auch nur für PKC ι/λ eine Bedeutung in der TJ-Bildung nachgewiesen
werden (Judith A Tunggal, 2005). Für beide Isoformen konnten ebenfalls unterschiedliche
Funktionen in der Lunge zugeordnet werden. So ist PKC ι/λ über den Ras/Rac-Signalweg an 
der Entstehung von Tumoren bei der Maus und beim Menschen beteiligt (Murray et al., 2004; 
Regala et al., 2005), PKC ζ dagegen ist in die Jak1/Stat6 regulierte Asthmaentwicklung 
involviert (Martin et al., 2005). Die unterschiedliche Ausprägung in der Expression von PKC 
ι/λ and ζ zu den späteren Stadien der Embryonalentwicklung stimmt mit bereits publizierten
ISH-Analysen am Gehirn adulter Mäuse (Oster et al., 2004) sowie Northern Blot-Daten aus 
verschiedenen Geweben adulter Mäuse und Zell-Linien überein (Akimoto et al., 1994), liefert 
aber zusätzliche Details hinsichtlich der zellulären Expressionsdomänen.
Im Hinblick auf die wichtigen Funktionen der aPKCs in zahlreichen biologischen Prozessen
während der Embryogenese, wie Zellproliferatuin und Zellüberleben (Diaz-Meco et al., 
1996), Apoptose (Chang et al., 2002), epithelialer Polarisierung (Suzuki et al., 2001) und 
Zellmigration (Etienne-Manneville and Hall, 2001), können diese Daten eine Hilfestellung bei 




4.2 Der Einfluss von PKC ι/λ während der Gastrulation
Die Deletion des PKC ι/λ-Gens führt zu einer embryonalen Sterblichkeit in der sich 
entwickelnden Maus zum Zeitpunkt der Gastrulation (Bandyopadhyay et al., 2004; Soloff et 
al., 2004). Vorläufige Untersuchungen an in der Arbeitsgruppe Leitges generierten PKC ι/λ-
defizienten Embryonen bestätigen diese frühe embryonale Letalität. Embryogenetische
Defekte werden bereits um E7.0 herum beobachtet. Lichtmikroskopische Untersuchungen 
zeigen, dass durch Umklappen am anterioren Ende das embryonale Epithel
zuammenhängend, aber abnormal mehrschichtig vorliegt. Eine apikale Orientierung des 
Epithels ist über die Präsenz der tight junction- (TJ) Komponente ZO-1 identifizierbar.
Wichtige Musterbildungsgene sind im mutanten Embryo um E7.5-8.5 korrekt exprimiert und
werden offensichtlich unabhängig von PKC ι/λ reguliert (M. Leitges, persönliche Mitteilung).
Die in dieser Arbeit durchgeführte Analyse hat im Gegensatz zu obigen Untersuchungen
gezeigt, dass die embryonalen Epithelzellen nicht fest miteinander verbunden sind. 
Stattdessen sind sie irregulär in der abnormal verkleinerten Amnionhöhle
übereinandergeschichtet. In der elektronenmikroskopischen Analyse sind interzelluläre 
Kontakte und die selektive Barrierefunktion des embryonalen Epithels im PKC ι/λ-defizienten 
Embryo sowie eine epitheliale apiko-basale Zellpolarität nicht festzustellen. Adherens 
junctions (AJ), TJs und Desmosomen fehlen völlig. Weiterhin existiert keine klare 
Abgrenzung der irregulär abgerundeten Zellen des Ektoderms von denen des Mesoderms.
Der Phänotyp des PKC ι/λ-defizienten Embryos erinnert an den der aPKC-Defizienz in D. 
melanogaster, wo ebenfalls zum Zeitpunkt der Gastrulation die Entwicklung abbricht 
(Wodarz et al., 2000). Bei homozygoten DaPKC-defizienten Embryonen von heterozygoten 
Müttern wurde zudem eine abnormal vielschichtige Struktur des embryonalen Epithels sowie 
das Fehlen von Zonula adherens-Strukturen (AJ bei Vertebraten) und der apiko-basalen 
Membranpolarität beobachtet (Wodarz et al., 2000). Bei C. elegans wurde die weitere 
Embryonalentwicklung der Mutanten aufgrund von Polaritätsdefekten bereits vor der 
Epithelbildung gestoppt (Tabuse et al., 1998). Daneben konnte in zahlreichen Studien in 
Säugerepithelzellen die Beteiligung von aPKCs in der Bildung von TJs und bei der 
Etablierung epithelialer Zellpolarität über die Regulierung des ternären Par-6/aPKC/Par-3-
Komplexes nachgewiesen werden (Joberty et al., 2000; Ohno, 2001; Suzuki et al., 2001; 
Yamanaka et al., 2001; Hirose et al., 2002; Wodarz, 2002; Henrique and Schweisguth, 2003; 
Hurd et al., 2003; Yamanaka et al., 2003).
Erste Untersuchungen des PKC ι/λ-defizienten Maus-Embryos deuteten darauf hin, dass in 
einem früheren Zeitpunkt der Embryonalentwicklung eine epithelartige Struktur ausgebildet 
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wird. Zusätzlich konnte die TJ-assoziierte Komponente ZO-1 an der apikalen Zellmembran 
identifiziert werden. Dies führte zu der Hypothese, dass TJs zwar gebildet werden, jedoch ihre 
physiologischen Funktion als selektive Barriere und zur Abdichtung des Epithels 
(Kovbasnjuk et al., 1998; Balda and Matter, 2000; Anderson, 2001; Tsukita et al., 2001) nicht 
mehr oder nur vermindert ausüben können. Der Verlust von membranständigen TJ-
Komponenten führt zur Undichtigkeit des Epithels und bewirkt eine erhöhte permeable 
Diffusion löslicher Ionen durch die Membran (Van Itallie and Anderson, 2006). Für den PKC 
ι/λ-defizienten Embryo würde das bedeuten, dass der Turgor in der Amnionhöhle durch die 
Durchlässigkeit des Epithels nicht mehr aufrechterhalten werden kann und somit die 
proliferierenden Epithelzellen des PKC ι/λ-defizienten Embryos während der Gastrulation
nicht apikalwärts wandern (Keller, 2005), sondern in der Amnionhöhle zu einer 
mehrschichtigen Epithelstruktur kollabieren.
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass in den untersuchten mutanten E7.5 Maus-Embryonen 
keinerlei durch AJs vermittelte Zellkontakte, keine TJs sowie keine Polarität der Zellmembran 
festgestellt werden konnten. Zur eindeutigen Klärung der Präsenz von epithelialer 
Zellpolarität und um den Einfluss von PKC ι/λ auf die Etablierung der Zellpolarität näher zu 
definieren, sollten weiterführende Untersuchungen an früheren Embryonalstadien (um E6.0-
7.0) der PKC ι/λ-defizienten Maus durchgeführt werden. So kann festgestellt werden, an 
welchem Stadium die Störung auftritt und worin sie begründet liegt. Dabei sollte zunächst die 
Überprüfung des Epithels auf das Vorhandensein von AJs sowie TJ-bildenden Komponenten
wie die membranständigen Occludine und Claudine (Furuse et al., 1993; Furuse et al., 1998)
sowie die mit ihnen assozierten peripheren Membranproteine ZO-1/2 (Stevenson et al., 1986; 
Anderson, 2001) über immunhistochemische Untersuchungen im Vordergrund stehen, um 
einen Hinweis auf eine mögliche Regulierung der Polaritäts-abhängigen Rekrutierung
definierter TJ-Komponente zu erhalten. Begleitend dazu sollte die Epithelmorphologie und
auf die Anwesenheit von AJs und Desmosomen geprüft werden.
Trotz der postulierten Rolle der aPKCs in der Regulierung von Proliferation und Apoptose 
(Berra et al., 1995; Bjorkoy et al., 1997) wurden keine Veränderungen in der 
Proliferationsfähigkeit oder zellapoptotische Prozesse im PKC ι/λ-defizienten Embryo
nachgewiesen. Diese Prozesse können deshalb mit hoher Wahrscheinlichkeit als Ursache für 
die embryogenetischen Defekte ausgeschlossen werden.
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4.3 Die PKC ι/λ knockout/PKC ζ-cDNA knockin-Maus (Rescue-Maus)
Bislang konnten für die aPKC-Isoformen keine biochemischen Unterschiede sowie 
Unterschiede in der Regulierung von Zellpolarität in Epithelzellen nachgewiesen werden
(Joberty et al., 2000; Lin et al., 2000; Suzuki et al., 2001). Weitere Indizien für eine 
funktionelle Austauschbarkeit wurden auch in der Regulation der Zellproliferation sowie der
Polymerisierung des Aktin-Zytoskeletts gezeigt (Überall et al., 1999; Diaz-Meco and Moscat, 
2001). Für verschiedene biologische Prozesse, wie beipielsweise in der Embryogenese, der 
Hämatopoese sowie bei verschiedenen neurobiologischen Prozessen wurde ein funktionell-
redundanter Regulationsmechanismus für verschiedene Gene bereits nachgewiesen (Wang et 
al., 1996; De Franceschi et al., 1997; Grifman et al., 1998; Sacher, 2004). Im Fall der 
Inaktivierung eines von zwei redundant wirkenden Genen übt dies keinen oder nur einen 
geringen Effekt auf die betreffende biologische Funktion in einem bestimmten Zelltyp aus
(Nowak et al., 1997). Defizienzen des aPKC-Gens bei Invertebraten führten zu einer sehr 
frühen embryonalen Sterblichkeit, die auf Defekte in der zellulären Polarität zurückzuführen 
waren (Tabuse et al., 1998; Wodarz et al., 2000). Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass die 
funktionellen Unterschiede, die für PKC ι/λ und ζ durch die Analyse der mutanten Maus 
beobachtet worden waren, auf ihre unterschiedliche Expression und damit auf eine
unterschiedliche Regulation ihrer transkriptionellen Aktivität zurückzuführen sein könnten.
PKC ζ ist zum Zeitpunkt der embryonalen Letalität in der PKC ι/λ-defizienten Maus nicht 
bzw. in nur sehr schwach im embryonalen Epithel exprimiert. Das könnte zur Folge haben, 
dass PKC ζ im Fall der PKC ι/λ-Defizienz durch Ausfall zu diesem Zeitpunkt der 
Embryonalentwicklung entweder gar nicht oder nur in geringem Maße kompensieren kann. 
Um dies zu überprüfen und neu zu klären, ob die in Säugerzellen beschriebene Redundanz 
auch in der Embryogenese vorliegt, wurde eine Mauslinie generiert, bei der in die kodierende 
PKC ι/λ-Sequenz die PKC ζ-cDNA in das Genom integriert und damit unter die Regulation
durch den endogenen Promotor gestellt ist (PKC ι/λ knockout / PKC ζ knockin; Rescue-
Maus).
Die  Untersuchungen der embryonalen Stadien E7.5-18.5 haben gezeigt, dass die 
homozygoten Embryonen während der gesamten Embryonalentwicklung keine äußerlich 
sichtbaren phänotypischen Auffälligkeiten aufweisen. Darüber hinaus gibt es keine 
signifikanten Abweichungen in der erwarteten mendelschen Verteilung (1:2:1) nach doppelt 
heterozygoter Verpaarung. Die Rescue-Maus ist demnach embryonal voll lebensfähig. Mit 
diesem Befund kann zum ersten Mal in vivo bestätigt werden, dass aPKC-Isoformen in der 
Embryogenese funktionell redundant wirken. Es kann zum gegenwärtigen Zeitpunkt jedoch 
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keine Aussage darüber getroffen werden, ob diese Redundanz über die gesamte 
Embryonalentwicklung oder nur auf den Zeitpunkt des Phänotyps der PKC ι/λ-defizienten 
Maus in E7.5 festgelegt ist. Die Expressionsanalyse hat gezeigt, dass beide Isoformen von 
E7.5 bis 10.5 ubiquitär innerhalb des Embryos exprimiert sind (siehe Kapitel 3.2.1). Diese 
überlappende Expression beider Gene kann ein Indiz dafür sein, dass sie in allen 
Gewebetypen während diese Zeitraums der Organogenese redundant agieren könnten. Ein 
konzentrationsabhängiger Einfluss redundant wirkender Gene wurde z.B. für die TJ-
Komponeten ZO-1 und ZO-2 (zonula occludens) nachgewiesen. Die verzögerte Bildung der 
TJs in ZO-1-defizienten Epithelzellen der Maus konnte darauf zurückgeführt werden, dass die 
ZO-Gesamtkonzentration durch endogenenes ZO-2 für die temporal abgestimmte TJ-
Formierung nicht ausreichend ist (Umeda et al., 2004). Die Quantifizierung der RNA-
Transkripte hat ergeben, dass die Aktivität von PKC ζ am kritischen Stadium E7.5 nur ein 
Drittel von der von PKC ι/λ beträgt (siehe Kapitel 3.2.1). Zusammen mit dem normalen 
Phänotyp der E7.5-Rescue-Maus deutet dies darauf hin, dass die spezifische aPKC-Funktion 
über die Regulation ihrer Transkription erfolgt. Zu diesem Zeitpunkt der 
Embryonalentwicklung ist es demnach nicht entscheidend, welche aPKC-Isoform exprimiert 
ist, sondern, dass eine atypische Isoform die physiologische Funktion ausübt.
Überraschenderweise wurde eine hohe Letalität nach der Analyse der Genotypenverteilung 
der juvenilen Rescue-Nachkommen festgestellt. Vier homozygote Tiere erreichten das Alter 
von 4 Wochen (~ 1x). Die Tiere waren jedoch phänotypisch unauffällig. Ein Männchen und 
ein Weibchen starben nach 32 Tagen bzw. 14 Wochen aus nicht geklärten Gründen. Ein in die 
statistischen Untersuchungen nicht mit einbezogenes weibliches Tier zeigte eine vergrößerte 
frontale Schädelregion, allgemeine Schwäche und Störungen in der Motorik. Es starb am 
postnatalen Tag 20 (siehe Kapitel 3.5.2). Um den Zeitpunkt der Letalität näher eingrenzen zu 
können, wurden zwei Würfe ab dem Tag der Geburt überwacht. Es stellte sich heraus, dass 
alle homozygoten Rescue-Tiere im Gegensatz zu den Wildtypen und Heterozygoten innerhalb 
der ersten beiden Tage postnatal starben. Die Tiere waren bis dahin phänotypisch unauffällig 
und wurden von den Müttern normal gesäugt (siehe Kapitel 3.5.3). Zwei homozygote Tiere, 
die zunächst phänotypisch normal erschienen und das fortpflanzungs-fähige Alter erreichten, 
entwickelten ab dem zweiten Lebensmonat Defekte in ihrer Motorik mit fortschreitender 
Ausprägung (siehe Kapitel 3.5.4).
Zusammenfassend ist die Rescue-Maus postnatal zu 99% letal. Nur zwei der insgesamt vier 
zum Zeitpunkt der Genotypisierung identifizierten Tiere sind adult geworden, zeigen aber 
schwere motorische Defekte. Es stellt sich die Frage, welche Ursachen die postnatale Letalität 
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der Rescue-Maus bedingen. Die phänotypische Analyse hat gezeigt, dass die physiologische 
Kompensation von PKC ι/λ durch PKC ζ nicht vollständig ist. Die könnte allerdings auf die 
chimäre Struktur des aus dem PKC ι/λ-Locus exprimierten PKC ζ-Proteins zurückzuführen 
sein. In der Rescue-Maus ist keine vollständige Substitution von PKC ι/λ durch PKC ζ erfolgt,
da der N-Terminus des chimäres Proteins noch 28 Aminosäuren des endogenen PKC ι/λ-
Proteins enthält. Zusätzlich wurden drei Aminosäuren durch die für die Klonierungsstrategie
der PKC ζ-cDNA notwendige Einführung der SalI-Schnittstelle mutiert. Das bewirkte eine 
Inversion der Aminosäuren Threonin und Serin sowie eine Mutation von Isoleucin zu 
Methionin (siehe Kapitel 3.4.1). Letztgenannte Aminosäuren sind unpolar, so dass das Protein 
in seinen physikalisch-chemischen Eigenschaften unverändert bleiben sollte. Es ist daher 
unwahrscheinlich, dass die Konformation des Proteins beeinträchtigt ist. Die chimäre Region 
des PKC ι/λ-ζ Fusionsproteins betrifft die für die Regulierung von aPKCs wichtige PB1-
Domäne (Sanchez et al., 1998; Joberty et al., 2000; Moscat and Diaz-Meco, 2000). Am 
äußersten N-terminalen Ende wird die PB1-Funktion über einen Lysinrest innerhalb einer
basischen Region vermittelt, der in beiden aPKC-Proteinen konserviert ist. Das für die 
Protein-Protein-Interaktion mit anderen Signalmolekülen essentielle OPCA-Motiv innerhalb 
dieser Domäne ist ebenfalls hochkonserviert. Der Bereich für die Par-6-Bindung innerhalb 
dieses Motivs wie auch die Aminosäuren für die elektrostatisch vermittelten Protein-
Interaktionen sind bei beiden aPKC-Proteinen zu 100% identisch (Noda et al., 2003; Hirano 
et al., 2005). Es ist gezeigt worden, dass nach der Bindung und Phosphorylierung von Par-3
durch aPKCs die Lokalisation des Par-6/aPKC/Par-3 an die apikale Membran für die 
Formierung der TJ vermittelt wird (Izumi et al., 1998; Hirose et al., 2002; Nagai-Tamai et al., 
2002; Henrique and Schweisguth, 2003). Die postulierte Rolle der aPKCs in der Regulation 
epithelialer Zellpolarität wird im chimären Protein mit hoher Wahrscheinlichkeit deshalb
nicht beeinträchtigt. Sollten weiterführenden Studien der PKC ι/λ-defizienten Maus
(diskutiert in Kapitel 4.2) einen aPKC-abhängigen Defekt in der Bildung/Funktion von TJs in 
vivo bestätigen, würde dies zusammen mit der Aufhebung des letalen Phänotyps in der
Rescue-Maus während der Embryogenese das redundante Wirken der aPKCs in der 
Regulierung von Zellpolarität durch aPKCs bestätigen.
Die Regulierung des Zellzyklus’ beider aPKCs über Bindung ihrer OPCA-Motive an MEK-5 
und p62 (Diaz-Meco and Moscat, 2001; Wooten et al., 2001) sollte auch im chimären Protein 
gewährleistet sein. Trotz der hohen Konservierung in der PB1-Domäne beider aPKS kann 
allerdings nicht vollständig ausgeschlossen werden, dass in der chimären PB1-Domäne des 
Rescue-Proteins bislang nicht bekannte Bindungsdomänen zerstört wurden, die eine
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reduzierte Interaktion mit ihren Regulatoren und damit verbundene verminderte Aktivierung
bedingen können. Denkbar ist auch, dass neue Domänen geschaffen wurden, die zu einer
Aktivierung durch neue im Wildtyp normalerweise nicht aPKC-aktivierende Proteine führen 
können. Allerdings konnten in heterozygoten Tieren keine Defekte beobachtet werden, die auf 
einen gain of funktion-Defekt zurückzuführen wären.
Das chimäre Protein wurde durch die Insertion der PKC ζ-cDNA in das Exon 2 des PKC ι/λ-
Lokus generiert, an die direkt der 3’UTR kloniert wurde. Das Protein wurde somit unter die 
Regulation des endogenen Promotors gestellt, um die transkriptionelle Aktivität durch PKC 
ι/λ zu gewährleisten (siehe Kapitel 3.4.1). Die transkriptionelle Aktivierung und Modulierung 
kann aber auch durch verschiedene DNA-Elemente innerhalb und außerhalb der 
Promotorregion durch Bindung von Transkriptionsfaktoren erfolgen. Enhancer-Elemente 
finden sich im core-Promotor oder sind bis zu mehreren Megabasen upstream des Promotors 
lokalisiert und verstärken als positive Regulatoren die Transkription eines Gens (Blackwood 
and Kadonaga, 1998). Insulator-Elemente (Bindungselemente) sind ebenfalls upstream der 
kodierenden Sequenz eines Gens lokalisiert und können als positive oder negative 
Regulatoren die spatio-temporale Expression von Genen regulieren (Geyer, 1997). Eine 
besondere Situation stellen die Silencer dar. Sie sind positionsunabhängig und können oft 
auch in Exons und Introns eines Genes auftreten und wirken inhibitorisch auf die Expression 
eines Gens (Ogbourne and Antalis, 1998). Weiterhin werden durch alternatives Spleißen oder 
durch interne Promotoren unterschiedliche Transkripte hervorgebracht, wie beispielsweise für 
die PKC-Isoformen β und ζ gezeigt werden konnte (Ono et al., 1986; Ono et al., 1987; 
Marshall et al., 2000). Regulatorische Elemente innerhalb eines Gens können auch für die 
Regulierung eines anderen Gens eine große Rolle spielen. Am Beispiel des für die 
Entwicklung der Vorderextremitäten erforderlichen Formin-Gens wurde gezeigt, dass
frameshift-Mutationen keine Entwicklungsdefekte in der Maus erzeugten. Jedoch erzeugte die 
Deletion der vollständigen kodierenden Region desselben Gens den selben phänotypischen 
Defekt, der bei Gremlin-defizienten Mäusen beobachtet worden war. Aufgeklärt wurde dieses 
Phänomen durch die Entdeckung, dass durch die Deletion ein für die Regulation des Gremlin-
Gens essentielles cis-aktives Element entfernt wurde (Zuniga et al., 2004).
Weitere regulatorische Einflüsse könnten durch die für die positive Selektion rekombinanter 
ES-Zell-Klone eingeführten Neomycin-Resistenzkassette bedingt sein (Thomas and Capecchi, 
1987), die in der Recue-Maus im Genlokus enthalten ist. Der Promotor dieser Kassette kann 
inhibitorische als auch aktivatorische Effekte auf die Expression anderer Gene ausüben. Eine 
reprimierende Wirkung auf die Expression eines excitotoxisch wirkenden knockin-Gens 
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bewirkte, dass die neonatale Letalität dieser Maus aufgehoben wurde und lebensfähige und 
fertile Tiere hervorgegangen sind (Schwarz et al., 2006). Ein aberrant durch den Promotor der 
Neomycin-Resistanzkassette erzeugtes neues Transkript führte in einem anderen Fall zu 
einem embryonal letalen Phänotyp (Scacheri et al., 2001). Deshalb kann nicht ausgeschlossen 
werden, dass klonierungsbedingte Positionseffekte am Phänotyp der Rescue-Maus beteiligt 
sind. Um einen möglichen regulatorischen Einfluss durch die interne Neomycin-Resistenz-
Kassette in der Rescue-Maus auszuschließen, wurde diese durch Verpaarungen mit einer Cre-
Rekombinase exprimierenden Maus entfernt. Eine phänotypische Charakterisierung dieser 
Mauslinie ist jedoch aus Zeitgründen nicht erfolgt.
Weiterhin stellt sich die Frage, warum es so große Varianzen im Phänotyp der posnatalen 
Rescue-Maus gibt. Die untersuchten Neugeborenen starben innerhalb der ersten beiden 
Lebenstage aus nicht geklärten Gründen. Zwei junvenile Nachkommen starben ebenfalls ohne 
erkennbare Ursache, während die beiden adulten Tiere eine nomale Lebenszeit hatten und 
fortschreitende Defekte in ihrer Motorik entwickelten (siehe Kapitel 3.5.2 und 3.5.4). 
Mutationsstudien des embryonalen zeta-Globin-Gens stellten eindrucksvoll dar, dass 
somatisch mitotische Rekombinationsereignisse zu einer genetischen Varianz und damit zu 
unterschiedlicher phänotypischen Penetranz führten (Leder et al., 2005). Zusätzlich wurden 
Varianzen durch den genetischen Hintergrund der Maus bedingt. Dabei zeigte die C57BL/6-
Mauslinie eine deutlich schwereren Phänotyp als es in der 129/SvEv-Mauslinie der Fall war 
(Leder et al., 2005). Die Rescue-Maus ist aus RI-ES-Zellen und einer C57BL/6J-Spender-
Blastozyste hervorgegangen und stellt somit einen Hybrid dar (siehe Kapitel 2.7.8). Daher 
könnte die beobachtete phänotypische Varianz sowohl auf diesen Hybridhintergrund als auch
auf somatische Rekombinationsereignisse zurückzuführen sein. Trotz des Sonderfalls, den das 
Globin-Gen darstellt, können durch den Hybridhintergrund bedingte Varianzen umgangen 
werden, indem die Rescue-Mäuse über mehrere Generationen in den C57BL/6J-Hintergrund 
zurückgekreuzt werden.
Einen weiteren Aspekt können durch „Überexpression“ von PKC ζ vermittelte Gendosis-
Effekte darstellen, da in der Rescue-Maus neben den beiden Wildtyp-Allelen noch die beiden 
zusätzlichen Allele im PKC ι/λ-Lokus exprimiert werden. Beim Menschen sind zahlreiche 
Hinweise auf den pathogenen Einfluss überexprimierter Gene belegt. Zu den bekanntesten 
Krankheiten zählen die Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung und das Down-Syndrom 
(Yamakawa et al., 1998; Perea et al., 2001). Eine autoreaktive Immunantwort wurde durch die 
Genduplikation des TLR7-Gens (toll-like receptor 7) hervorgerufen (Pisitkun et al., 2006).
Diskussion
90
Die Existenz von zwei atypischen PKCs bei Säugern lässt darauf schließen, dass neben den 
überlappenden Funktionen auch isoformspezifische Funktionen eine wesentliche Rolle 
spielen müssen. Eine vollständige Redundanz zweier Gene hätte zur Folge, dass sich im 
Laufe der Evolution aufgrund des Selektionsdruckes in mindestens einem der Gene 
Mutationen anhäufen könnten, die zum Funktionsverlust dieses Gens führen würden. Deshalb 
wird davon ausgegangen, dass die Konservierung in einem biologischen Bereich stattfindet, 
der nicht redundant zwischen den Genen ist und die spezifische Funktion des Gens ausmacht 
(Nowak et al., 1997). Die wichtigsten Hinweise spezifischen Wirkens wurde durch die aPKC-
defizienten Mäuse erbracht. Demnach konnte für PKC ζ die Regulierung des NFκB-Signal-
weges hinsichtlich zellapoptotischer und immunologischer Prozesse nachgewiesen werden 
(Leitges et al., 2001; Martin et al., 2002; Angeles Durán, 2004; Martin et al., 2005), während
PKC ι/λ den Insulinsignalweg reguliert (Bandyopadhyay et al., 2004). In Zellkulturstudien 
wurde für PKC ι/λ das regulatorisch wirkende Protein LIP (lambda-interacting protein) 
nachgewiesen, das spezifisch mit der C1-Domäne dieser atypischen Isoform interagiert und 
dadurch eine mitogene Signalkaskade induziert (Diaz-Meco et al., 1996). Zusätzlich ist diese 
Isoform in die Regulation zellprotektiver Signalwege nach UV-Bestrahlung oder Induktion 
durch chemische Agenzien involviert (Huang et al., 1996; Murray and Fields, 1997). Im 
Gegensatz dazu wurde nur für PKC ζ eine Ras-abhängige Aktivierung der ERKs
(extracellular signal-regulated kinases) zu der den Zellzyklus regulierenden Cyclin-
abhängigen Kinase Cyclin D1 gezeigt (Kampfer et al., 2001). Eine weitere PKC ζ-Spezifität 
ist für die Regulierung der Migration von Astrozyten belegt worden (Etienne-Manneville and 
Hall, 2001).
Während das Pseudosubstrat der beiden aPKCs identisch ist, sind die meisten 
Sequenzunterschiede in der cystinreichen C1-Domäne anzutreffen (Selbie et al., 1993; 
Akimoto et al., 1994). Möglicherweise wird eine große Anzahl spezifischer Funktionen über
die Regulation dieser Domäne gewährleistet. Aufgrund der geringen Kenntnisse hinsichtlich 
spezifischer Aktivatoren und Signalwege ist zum gegenwärtigen Zeitpunkt schwer zu 
beurteilen, welche aPKC-spezifischen Signalmechanismen für den Phänotyp der Rescue-
Maus in Frage kommen. Dieser Effekt sollte demnach in einem Gewebetyp/Organ zum 
Tragen kommen, in dem beide Isoformen nicht redundant wirken. Daher könnten PKC ι/λ-
spezifische Signalwege, die eine wichtige physiologische Funktion in bestimmten Organen 
der Rescue-Maus innehaben, aufgrund des Verlustes dieses Gens nicht mehr aktiviert werden.
Die Aufklärung aPKC-spezifischer Funktionen wird durch eine umfangreiche phänotypische 
Charakterisierung der Rescue-Maus eine große Herausforderung zukünftiger Analysen sein. 
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Neuronale, metabolische sowie funktionale Defekte konnten als Ursache für eine neonatale 
Letalität in der Maus bereits nachgewiesen werden (Li et al., 2003; Peters et al., 2003; 
Ohtoshi and Behringer, 2004). Durch die Analyse der PKC ζ-defizienten Maus muss auch ein 
Zusammenhang einer möglichen Autoimmunerkrankung in Erwägung gezogen werden. Die 
Expressionsanalyse hat gezeigt, dass beide Isoformen in der zweiten Schwangerschaftshälfte 
ein äußerst spezifiziertes Expressionsprofil entwickeln (siehe Kapitel 3.2.2-3.2.4). Falls ein 
Defekt bereits in der Embryogenese auftritt, kann dies erst nach der Geburt Konsequenzen 
haben und auf spezifische Funktionen der aPKCs hinweisen. Phänotypische Untersuchungen
um den Zeitpunkt der Geburt könnten daher Hinweise auf betroffene Organe und mögliche 
Funktionsstörungen liefern.
4.3.1 Das Potential der ES-Zell-Linien ι∆/rescue_tag und ι∆/rescue_GFP
Diese ES-Zell-Linien gingen aus der Transfektion mit den Targeting-Vektoren TV/tag bzw.
TV/GFP in PKCι/λ+/ιΔ-ES-Zellen hervor. Sie sind auf beiden Allelen defizient für PKCι/λ, 
während ein Allel das rescue-Allel darstellt. Die Zell-Linie ι∆/rescue_GFP unterscheidet sich 
von der anderen dadurch, dass sie einen GFP- (grünes fluorszierendes Protein) Marker 
anstelle der 3’UTR von PKCι/λ enthält (siehe Kapitel 3.4.2). Die Zell-Linien stellen 
Werkzeuge dar, die zur Unterscheidung aPKC-spezifischer Funktionen hilfreich sein können. 
Aufgrund ihrer Pluripotenz haben ES-Zellen die Fähigkeit, zu vielen Zell- und Gewebetypen 
zu differenzieren. Es gibt inzwischen gut etablierte Methoden, aus ihnen beispielsweise
neuronale, Herz-, Bauspeicheldrüsen- und Leberzellen, die Derivate des Ektoderms, 
Mesoderms und Endoderms darstellen, in vitro abzuleiten (Enzmann et al., 2006; Saldeen et 
al., 2006; Tsutsui et al., 2006; Wang et al., 2006; Wiese et al., 2006). Für den Zebrafisch 
wurde beispielsweise die polaritätsabhängige Regulierung von Has/PKCι (heart and soul) im 
Epithel während der Herzmorphogenese, der Retina, des Neuralrohrs und des Verdauungs-
traktes nachgewiesen (Horne-Badovinac et al., 2001; Rohr et al., 2006). Unter Verwendung 
der in dieser Arbeit etablierten ES-Zell-Linien könnten funktionelle Unterschiede der aPKCs
im Vergleich mit PKCι/λ-defizienten (Bandyopadhyay et al., 2004) und Wildtyp- ES-Zellen
in vivo identifiziert werden. In ihre Charakterisierung könnte die Untersuchung auf mögliche 
Interaktionpartner, ihr Phosphorylierungsstatus und hinsichtlich ihrer Kinase-Aktivität auch
potentielle Substrate mit einschlossen werden. Ferner kann über den Vergleich der aus den
verschiedenen ES-Zell-Linien abgeleitete Epithelzellen die Rolle der aPKCs in der 
Etablierung von Zellpolarität über endogen exprimierte aPKCs überprüft werden, und würde 
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damit ein zuverlässigeres Modell darstellen als die Überexpressionsanalysen in Säugerzellen 
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6.1 PKC ι/λ- und PKC ζ-Aminosäuresequenz-Alignment
Mit Hilfe des Programms CLUSTAL W (1.81; Multiple sequence alignment) wurde bei den
Aminosäresequenzen von PKC ι/λ (586 Aminosäuren, untere Reihe) und PKC ζ (592 
Aminosäuren, obere Reihe) eine Homologie von 73% festgestellt. 
MPSRTDPKMDR-SGGRVRLKAHYGGDILITSVDAMTTFKDLCEEVRDMCG
MSHTVACGGGGDHSHQVRVKAYYRGDIMITHFEPSISFEGLCSEVRDMCS






**:************************ **** ******** *:*. *::
RIWGLSRQGYRCINCKLLVHKRCHVLVPLTCRRHMDSVMPSQEPPVDGKN
RIWGLGRQGYKCINCKLLVHKKCHKLVTIECGRH--SLPPEPMMPMDQTM
*****.****:**********:** **.: * ** *: *. *:* .
DGVDLPSEETDGIAYISSSRKHDNIKDDSEDLKPVIDGVDGIKISQGLGL
H----PDHTQTVIPYNPSS--HESLDQVGEE-KEAMNTRESGKASSSLGL






















* - vollständig konservierte Aminosäuren
: - Konservierung starker Gruppen




6.2 Nukleotid- und Aminosäuresequenzbereiche für die Generierung 
isoformspezifischer polyklonaler aPKC-Antikörper
Die isoformspezifischen Aminosäure-Sequenzbereiche der aPKC-Peptide sind in blau 
dargestellt. Das jeweilige Molekulargewicht umfasst 5,71 kDa (PKC ι/λ) bzw. 6,47 kDa (PKC 
ζ). Die korrespondierenden Nukleotidsequenzen wurden für die gerichtete Klonierung in den 
Expressionsvektor pGex-6P an den unterstrichenen Nukleotid-Positionen modifiziert. Dabei 




N C K L L V H K K C H K L V T I E C G  G
ttctctttgccaccggaacccatgatgccaatggaccagaccatgcatccagaccacaca
F S L P P E  P M M P M D Q T M H P D H T 
cagacagtaattccatataatccttcaagtcatgagagtttggaccaagttggtgaagaa
Q T V I P Y N P S S H E S L D Q V G E E 
aaggaggcaatgaacaccagggagagtggtaaagcgtcgtcgagtctaggtctgcaggat
K E A M N T R E S G  K  A S S S L G L Q D 
PKC ζ
gtcctcgtcccgctgacctgcccggggcatatggattctgtcatgccttcccaagagcct
V L V P L T C  P G H  M D S V M P S Q E P 
ccagtagatggcaagaacgatggtgtagaccttccttcagaagaaactgatggaattgct
P V D G K N D G V D L P S E E T D G I A 
tatatttcttcatctcggaaacatgataatatcaaagatgattctgaggaccttaagcct
Y I S S S R K H D N I K D D S E D L K P 
gtcatcgatggggtggatgggatcaaaatctctcaggggctggggctgcaagacttcgac








































GFP Grün fluoerszierendes Protein
GST Glutathion-S-Transferase
h hour; Stunde
HRP horseradish peroxidase, Meerrettich-Peroxidase
IF Immunfluoreszenz
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p.c. post coitum; Zeitpunkt nach der Befruchtung
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion
PFA Paraformaldehyd
pH potentia hydrogenium; pH-Wert
PKC Protein Kinase C
PKD Protein Kinase D
PMA Phorbol 12-myristat 13-Acetat
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
PS Phosphatidylserin
Rack Rezeptor für aktivierte C Kinasen
RNA Ribonukleinsäure
Rnase Ribonuklease








SD standard deviation; Standardabweichung
SDS Natrium-Dodecylsulfat
SDS-PAGE Natrium-Dodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese
sec Sekunden
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